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INTRODUCCIÓN	  	  	  	  	  	  	  
En el presente trabajo de investigación consta de dos fases diferentes, 
que corresponden en tiempo con los dos grupos que forman la investigación. 
 
En primer lugar y en diferentes dosis de bisfenol, estudiaremos las 
alteraciones que los diruptores endocrinos, producen en las fibras musculares, 
desde procesos hipertróficos a degenerativos. Y de forma paralela 
analizaremos las modificaciones que acontecen en los fibrocitos y fibras de 
colágeno. 
 
En segundo lugar y una vez comprobado la acción de los bisfenoles, 
estudiaremos si los factores de crecimiento plaquetarios por acción directa 
sobre las fibras musculares y conectivas, pueden recuperar dichos tejidos. 	  	  
Cada vez son más numerosas las patologías, que no se conocen 
su etiología, entre ella se destacan las musculares, adquiriendo gran 
importancia las  modificaciones  que  acontecen  sobre  las  fibras  musculares  
por  el  uso indiscriminados de sustancias disruptoras.	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Introducción	  	  	  	  	  	  	  
Nos planteamos en esta investigación conocer el tipo de lesiones que se 
producen  y  una  vez  definidos  los  procesos  degenerativos,  abordar  sus 
recuperaciones  mediante  reposo  y  lo  que  nos  resulta  más  atrayente,  con 
tratamientos de factores de crecimiento plaquetarios.	  	  	  
Tras   observar   la   capacidad   que   tienen   numerosos   contaminantes 
ambientales para alterar el equilibrio del sistema endocrino, se han multiplicado 
el  número  de  estudios  científicos  implicados  en  la  investigación  de  los 
mecanismos de acción tóxica de estos compuestos y las repercusiones que 
tienen sobre el medio ambiente, la vida animal y el hombre.	  	  	  
La  mayoría  de  estas  sustancias  con  actividad  endocrina  ejercen  sus 
efectos por la similitud estructural que poseen con las hormonas esteroideas 
siendo capaces de provocar, en las células diana, una respuesta parecida a las 
de las hormonas endógenas o bien inhibir dicha respuesta ejerciendo un efecto 
antagónico, por ello, los compuestos más estudiados son aquellos capaces de 
mimetizar los efectos de los andrógenos y los estrógenos sobre el organismo.	  	  	  
El  bisfenolA  (2,2-bis  (4-hidroxifenil)  propano)  (BPA),  es  uno  de  los 
productos químicos producido en mayor volumen en todo el mundo, con una 
producción anual superior a 2 millones de toneladas (Lang et al., 2008).	  	  	  
El bisfenolA se utiliza extensamente en una gran variedad de productos 
de consumo, de los cuales un elevado número de ellos entran en contacto con	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el alimento, tales como envases de bebidas, biberones o en el recubrimiento 
interno protector de las latas de conservas entre otros (Kamrin, 2004). Siendo 
además utilizado en múltiples bienes de consumo no alimenticios, tales como 
sellantes  dentales,  equipos  y  material  médico,  lentes  de  gafas,  equipos 
eléctricos,  electrodomésticos,  equipos  de  seguridad  deportiva,  CDs..  (Wen- 
Tien, 2006)	  	  	  
Se ha demostrado ampliamente que existe migración de bisfenolA desde 
los envases al alimento como por ejemplo desde las botellas al agua y desde 
las latas al alimento entrando en nuestro organismo por vía digestiva (Lyons, 
2000;  Brede,  2003),  siendo  esta  la  principal  fuente  de  exposición  en  los 
humanos. El BPA también está presente en los ríos y en el agua potable, 
probablemente  debido  a	   la  migración  de  envases  de  plástico  desde  los	  
vertederos  industriales  (Kolpin  et  al.,  2002;  Coors  et  al.,  2003);  siendo 
numerosos  los  estudios  que  han  asociado  las  patologías  observadas  en 
distintas especies animales y en el hombre con la exposición al BPA ambiental.	  	  	  
La utilización del bisfenolA en envases en contacto con los alimentos está 
permitida en la Unión Europea mediante la Directiva 2002/72/CE, relativa a los 
materiales  y  objetos  plásticos  destinados  a  entrar  en  contacto  con  los 
productos alimenticios, en el cual se establece un límite máximo de migración 
para esta sustancia de 0,6 mg/kg y se establece mantener la “ingesta diaria 
tolerable” (IDT) de bisfenolA para el hombre de 0,05 mg/kg/día.	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En abril del 2008 el Programa Nacional de Toxicología de los EEUU 
publicó un informe preliminar sobre el bisfenolA en el que considera prudente 
aumentar  el  margen  de  seguridad  y  establecer  nuevos  estudios  sobre  la 
evaluación del riesgo.	  	  	  
La  Unión  Europea  decidió  prohibir  a  partir  de  marzo  del  2011  la 
producción de biberones con bisfenolA y su comercialización a partir de junio 
de  dicho  año.  Francia  y  Dinamarca  de  forma  unilateral,  ya  prohibieron  la 
fabricación y la comercialización de biberones que contengan bisfenolA. El 
bisfenolA además está prohibido en Canadá, Australia y en varios estados de 
Estados Unidos.	  	  	  
Por  otro  lado,  en  junio  de  2008  se  dio  el  visto  bueno  a  la  Directiva 
2008/105/CE, que garantizaba unos niveles elevados de calidad ambiental en 
las aguas superficiales. La Comisión Europea disponía hasta el 2013 para 
decidir si se añaden al inventario trece nuevas sustancias, entre las que se 
incluye el bisfenolA.	  	  	  
Por lo tanto se trata de un estudio innovador, ya que existe una inquietud 
política y social por la regulación y control de los disruptores endocrinos y más 
concretamente por el bisfenolA. Esto incluye nuevos objetivos de investigación 
y la puesta a punto de nuevos test toxicológicos que establezcan claramente la 
estimación del riesgo de este compuesto. Es evidente, por tanto, la necesidad 
de estudiar en profundidad la toxicidad neuroendocrina del bisfenolA y los	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mecanismos implicados en dicha acción tóxica, que nos permitan hacer una 
evaluación  del  riesgo  que  entraña  la  presencia  del  bisfenolA  en  el  medio 
ambiente y en los alimentos. Además, supone un reto el establecer la fiabilidad 
para los test de evaluación del bisfenolA, el uso del zebrafish como alternativa 
a otras especies animales como modelo experimental.	  	  	  
Los conocidos como Factores de Crecimiento son unas proteínas solubles 
contenidas en las plaquetas, a modo de gránulos, encargadas de transmitir 
señales a las células, para que estas empiecen a formar tejido nuevo.	  
Así  se  inicia  el  proceso  de  regeneración  de  tejido  conectivo  y  se 
promueve el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos.	  	  	  
Estos gránulos están rellenos de factores de crecimiento plaquetario, de 
los que hay descritos más de cien diferentes (TGF-B1, PD-EGF, PDGF,...etc) 
cada uno con una función diferente, pero actuando en conjunto con un único 
propósito: estimular la regeneración de los tejidos dañado.	  
Esta estimulación la realizan mediante tres mecanismos diferentes:	  	  
1. Estimulando  la  multiplicación  de  las  células  sanas que 
rodean a la lesión.	  
2. Aumentando el riego sanguíneo a la zona al estimular la 
formación de nuevos vasos .	  
3. Activando a las células madre que hay en la zona para que 
se diferencien y convirtiéndose así en células del tipo de las 
del tejido dañado.	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Este es un mecanismo lento y progresivo que va consiguiendo poco a 
poco que las lesiones sanen, y lo que es lo más importante, sin que quede 
tejido cicatricial y sustituyendo la lesión por tejido sano normal.	  	  	  
En medicina estética los Factores activan las funciones anabólicas del 
fibroblasto haciendo que éste produzca colágeno, elastina y ácido hialurónico, 




El objetivo fundamental de esta investigación es conocer el tipo de 
lesiones musculares, a nivel de miscroscopía y morfometría, que se 
producen en cerdos minipig dañados con bisfenol A, y una vez definidos 
los procesos degenerativos, abordar sus recuperaciones mediante reposo 
y lo que nos resulta más atrayente, con tratamiento mediante de factores 
de crecimiento plaquetarios. 
 
Para ellos hemos divido la investigación en dos dos fases diferentes, 
que corresponden en tiempo con los dos grupos diferentes de tratamientos 
que forman la investigación. 
 
• El primer objetivo corresponde identificar el tipo de 
lesiones que produce el  bisfenol, De esta forma 
estudiaremos las alteraciones que estos disruptores 









procesos de hipertrofias a degenerativos. Y de forma 
paralela analizaremos las modificaciones que acontecen 
en los fibrocitos y fibras de colágeno 
Debido a si las alteraciones en los diferentes elementos 




• En segundo lugar, una vez comprobado la acción del 
bisfenol A, el siguiente objetivo es ver si los factores de 
crecimiento plaquetarios por acción directa sobre las 
fibras musculares y conectivas puedan recuperar dichas 
fibras musculares. 
 
Estos estudio se realizaran tanto al microscopio óptico y electrónico, 
realizándose posteriormente los correspondientes estudios morfométricos. 	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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
En 2007, en un Congreso celebrado en Roma, la FAO/OMS definió a los 
disruptores endocrinos, en el sentido amplio de la palabra, como toda sustancia 
o composición capaz de favorecer los procesos de síntesis (anabolismo) a 
expensas  de  los  procesos  de  destrucción  (catabolismo)  de  los  diferentes 
componentes de los organismos animales (Congreso  citado por Herrera, et al., 
2001).	  	  	  
Desde el punto de vista zootécnico, los disruptores endocrinos producen 
un claro beneficio durante el periodo en que la curva de crecimiento está 
produciendo preferentemente masa muscular   (Casademot, et al., 1997), en 
cambio en el efecto es incluso nocivo al estabilizarse el crecimiento de la masa 
muscular,  por  lo  que  resulta  peligroso  el  uso  indiscriminado  de  estas 
sustancias. En cambio cuando en los animales de producción predominan otros 
ciclos  vitales,  como  es  la  reproducción,  los  disruptores  endocrinos	   y	  
fundamentalmente el bisfenolA, no sólo no acrecientan el aumento en la masa 
muscular sino que incluso producen una disminución en el crecimiento de los 
tejidos musculares (Blanco, et al., 2002) al estudiar las modificaciones del 
testículo en peces tratados con bisfenoles.	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Fibra muscular	  	  	  	  
Desde  que  Stefano  Lorenzini  en  1678  (citado  por  Dellmann,  1994) 
clasificara a los músculos por su color en rojos y blancos se inician  una serie 
de estudios que tratan de buscar una explicación a este hecho basándose en 
las características estructurales y/o fisiológicas de la propia fibra muscular. Más 
tarde Ranvier en 1880 (citado por Dellmann, 1994) establece que dependiendo 
del aporte sanguíneo que recibe el músculo éstas se dividen en: fibras de 
contracción lenta o fibras rojas y fibras de contracción rápida o fibras blancas.	  	  	  
Las  fibras  musculares  o  miocitos  constituyen  las  unidades  celulares 
básicas del tejido muscular estriado esquelético (músculo esquelético). Se trata 
de células extraordinariamente largas, de 1 a 40 mm de longitud y de diámetro 
variable, entre 10 y 120 µm,   que a menudo recorren toda la longitud del 
músculo (fibras cilíndricas) desde el origen a la inserción. Sin embargo, existen 
otras (fibras cónicas) que sólo se unen por un extremo al punto de inserción, 
mientras que por el otro terminan en el seno del propio músculo adhiriéndose 
fuertemente a los tabiques conectivos del endomisio. También se describen 
fibras fusiformes, que no tienen relación alguna con los extremos del músculo 
(Maillet,   1980).   Todas   ellas   presentan   la   peculiaridad   de   ser   células 
multinucleadas  a  modo  de  un  sincitio  continuo  (Dellmann,  1994).  En  los 
mamíferos estos núcleos se sitúan normalmente en la periferia, próximos al 
sarcolema   o   membrana   de   la   fibra   muscular   es,   decir   en   posición 
subsarcolémica. Tienen forma ovalada, una longitud media de entre 8 y 10 µm,	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y su número puede superar los varios centenares en una fibra muscular. El 
citoplasma de las fibras, que recibe el nombre de sarcoplasma, contiene los 
elementos  contráctiles  del  músculo  denominados  miofilamentos,  que  se 
agrupan   para   formar   las   miofibrillas,   además   de   otras   estructuras 
citoplasmáticas: retículo liso, denominado retículo sarcoplásmico, complejo de 
Golgi, mitocondrias o sarcosomas, vacuolas lipídicas, glucógeno y mioglobina. 
Esta última representa el pigmento muscular que le da la coloración roja al 
músculo.	  	  	  
Las miofibrillas constituyen las unidades contráctiles de la fibra muscular y 
son  los  resultados  de  la  asociación  ordenada  de  dos  tipos  de  proteínas 
contráctiles   organizadas   en   los   miofilamentos,   diferenciándose   por   su 
estructura morfológica y composición bioquímica. Los miofilamentos gruesos 
están constituidos principalmente por miosina, mientras que los miofilamentos 
delgados están formados por actina. Ambos se disponen longitudinalmente y 
paralelos entre sí, de forma ordenada y alternante, confiriéndole un aspecto 
estriado típico de las miofibrillas.	  	  	  
La miosina es una molécula lineal provista de una doble cabeza que en 
condiciones  óptimas  se  unen  en  filamentos  gruesos.  Las  cabezas  tienen 
actividad enzimática adenosin trifosfatasa (ATPasa), que se utiliza como criterio 
para algunas clasificaciones histoquímicas que puedan hacerse de las fibras 
(Matheus, et al., 1997).	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A mediados del siglo XX las técnicas histoquímicas supusieron un vuelco 
espectacular en relación con las clasificaciones establecidas hasta el momento 
de las fibras musculares. Estas técnicas permiten la localización de algunas 
enzimas y otros componentes químicos al nivel de las células del músculo 
esquelético (Choo, et al., 1990). Con su aplicación se consigue evidenciar la 
existencia de notables diferencias metabólicas y funcionales entre los distintos 
tipos  de  fibras,  demostrándose  una  correlación  directa  entre  la  morfología 
fibrilar y la actividad funcional. Así mismo, se introduce el término de “mosaico 
fibrilar”: Los tipos de fibras en el músculo de los mamíferos se encuentran 
distribuidas de manera entremezclada y no necesariamente agrupadas.	  	  	  
Los  métodos  histoquímicos  desarrollados  para  poder  diferenciar  los 
distintos tipos de fibras han sido dos. Uno de ellos se basa en la actividad de la 
enzima adenosintrifosfatasa miofibrilar o miosínica, mATPasa, y el otro en la 
detección  de  las  enzimas  relacionadas  con	   los  metabolismos  aeróbico  y	  
anaeróbico localizadas en las mitocondrias (Latorre, et al., 1993).	  	  	  	  	  
Con  la  introducción  de  las  modernas  técnicas  inmunohistoquímicas, 
basadas en el poder antigénico de la miosina, se ha podido demostrar que 
cada tipo de fibra contiene una característica isoforma de miosina, pudiéndose 
establecer una correlación entre la tinción que se obtiene con las técnicas 
mATPasa  y el tipo de miosina que predomina en la fibra (Carpene et al.,1982). 
Así se ha demostrado que los tipos de fibras que poseen diferente actividad 
mATPasa   contienen   diferentes   isoformas   de   miosina   (Weeds,   1980),	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aceptándose de forma general que las fibras tipo I o lentas difieren de las del 
tipo II o rápidas en el modelo electroforético de las  cadenas ligeras de  sus 
miosinas (Hoh, et al.,1976), y en sus cadenas pesadas (Weeds, et al., 1975). 
Con la utilización del suero antimiosina rápida, con la reacción de la mATPasa, 
se han identificado en diversas especies: vacuno, rata, gato y hombre, fibras 
del  tipo  IIA,  que  tienen  características  definidas  relacionadas  con  ciertas 
propiedades  fisiológicas,  como  una  mayor  velocidad  de  contracción,  gran 
resistencia a la fatiga y un potencial de tensión muy bajo (Sartore et al., 1987).	  	  	  
En los músculos longissimus lumbaris y semitendinossus del cerdo, con 
las técnicas de mATPasa, se identifica fibras de  tipo I y con preincubaciones 
alcalinas de pH 10.3-10.4, diferencia las fibras tipo IIA y   IIB (Latorre, et al., 
1993).  Estudiando  el  músculo  semitendinoso  del  perro,  con  las  técnicas 
mATPasa,   se describen dos grupos de fibras las del tipo I y II, y con las 
preincubacciones alcalinas, clasifica las  fibras del tipo II, en fibras IIai y IIam 
(Martínez Galisteo, et al., 1994).	  	  	  
En los estudios realizados por Matheus, et al., (1997), en el cerdo con 
técnicas inmunocitoquimicas, se determina la existencia de las fibras tipo I y 
tipo IIA, en tanto que el resto de componentes fibrilares los agrupa en las fibras 
tipo IIB y tipo IIX (Huang, et al., 2000). Además describe  que los músculos del 
cerdo presentan una disposición muy especial de sus componentes fibrilares 
que  se  disponen  a  modo  de  mosaico,  donde  el  centro  esta  ocupado  por	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escasas fibras tipo I, rodeado por fibras tipo IIA, en tanto que las fibras tipo IIB 
y tipo IIX se localizan en las zonas periféricas.	  	  	  
La mayoría de autores no utilizan esta clasificación debido a la gran 
variabilidad  en  su  capacidad  oxidativa  de  las  diferentes  fibras  musculares, 
detectada por la reacción del NADH-TR, describiéndose distintos aspectos de 
dicha  actividad  oxidativa  (Chen,  et  al.,  2000).  Dentro  de  la  variación  se 
destacan los cambios de la actividad oxidativa de las fibras dependiendo del 
lugar en que se ubican (Ringel, et al., 1978), pero sin duda alguna se relaciona 
dicha actividad con el numero de las mitocondrias que desarrollan (Matheus, et	  
al., 1997).	  	  	  	  	  
Finalmente queremos resaltar los trabajos relacionados con la fisiología 
de los músculos, que contemplan su actividad mATPasa, pero sobre todo por el 
tipo de inervación de las fibras (Ringel, et al., 1978)). Se citan las fibras “twitch” 
conocida como SIF o de inervación simple y las “nontwitch” de inervación 
múltiple, denominadas MIF ( Buttner-Ennever, et al., 2001)	  	  	  
Las fibras SIF y MIF, tienen unas características histoenzimológicas muy 
precisas, sobre todo con las técnicas de la mATPasa y NADH-TR, en las que 
las fibras tipo I y II se corresponden indistintamente con ambos tipos de fibra en 
tanto que con los métodos inmunocitoquímicos y en concreto con los  sueros 
antimiosina lenta y rápida guardan una reacción muy inespecífica (Pachter, et	  
al., 1983). Si bien se cita en los últimos trabajos publicados, que existe  una	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relación directa entre las mismas, utilizándose dicha relación para favorecer las 
clasificaciones  de  los  dos  tipos  de  fibras  tradicionales  con  las  técnicas 
inmunocitoquímicas de la miosina, de tal forma que la positividad de la miosina 
pesada se relaciona con las fibras de tipo I, y la miosina ligera con las fibras del 
tipo II (Meter, et al., 1972 y Buttner-Ennever, et al. 2001).	  	  	  
Son   muy   numerosas   las   descripciones   existente   al   microscopio 
electrónico de las fibras musculares, destacándose los estudios de Dellmann, 
et al. (1994) y Bloom (2000). Las bandas “A” son zonas densas formadas por 
los miofilamentos de miosina, en tanto las bandas “I” de escasa densidad 
electrónica, se forman por miofilamentos de actina (Pachter, et al., 1983). La 
unidad de contracción, denominada “sarcómero”, se forma por la asociación de 
las  bandas  “A”  e  “I”,  y  sus  extremos  están  formados  por  moléculas  de 
tropomiosina (Show, et al., 1982).	  	  	  
Sobre  las  bandas  estriadas  se  disponen  las  cisternas  del  retículo 
sarcoplásmico, que se encuentran asociadas con los denominados túbulos “T”, 
y corresponde a la zona donde se liberan los iones de calcio para el inicio de la 
contracción muscular (Maltin, et al., 1989).	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Bisfenoles	  	  	  	  	  
Los disruptores endocrinos son sustancias que producen beneficios en 
las canales de los animales de abasto pero la mayoría de ellos y en particular 
los  beta-agonistas,  modifican  gravemente  numerosos  “Sistemas  Orgánicos” 
que llevan a producir desde procesos morbosos reversibles hasta fenómenos 
de  efectos  cancerígenos  (Blanco,  et  al.,  2001),  en  la  que  se  destaca  el	  
bisfenolA, que es un principio farmacológico del grupo de los agonistas β2- 
adrenérgicos   con   los   que   comparte   sus   bien   conocidas   aplicaciones 
terapéuticas.	  	  	  
El bisfenolA para Chen et al., (2000), tiene una doble vía de acción: 
indirecta, aunque aparentemente secundaria sobre las glándulas endocrinas, y 
directa en la que su mecanismo de acción se inicia al unirse a los receptores	  
β2-adrenérgicos,  lo  que  activa  la  enzima  adenil-ciclasa  y  en  consecuencia 
incrementa   la   concentración   intracelular   del   segundo   mensajero   cíclico 
adenosinamonofosfato (cAMP).	  	  	  
Pero el bisfenolA no actúa sólo sobre las fibras esqueléticas, sino que es 
capaz de relajar el músculo liso también, por lo que este fármaco, como estudia 
Gastal, et al., (1998), ha encontrado utilidad en obstetricia.	  
Entre las cualidades de estas sustancias que han hecho que sean usados 
como promotores del crecimiento, destacan su fácil administración, bajo coste, 
rapidez y potencia de acción.	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El  bisfenolA  junto  con  el  cimaterol  y  la  ractopamine  quizás  sean  los 
disruptores  endocrinos  más  empleados  y  mejor  estudiados  en  producción 
animal (Hayes, et al., 1997).	  	  	  
Los efectos de este agente anabólico para la producción de carne no está 
totalmente aclarado, si bien tiene una capacidad de reconducir los nutrientes 
como estudia Brockway, et al. (1987), al formar músculo a través de la grasa. 
Esta cualidad del bisfenolA está avalada por numerosos estudios que han 
confirmado sus propiedades anabolizantes en el tejido muscular, mientras que 
sobre el tejido adiposo ejerce una acción marcadamente catabólica (Wang, et	  
al., 1998).	  	  	  	  	  
No se descarta que el aumento de la masa muscular se deba, como cita 
Bergen et al., (1989), a efectos directos de testosterona, en tanto que se 
acompaña por una clara disminución del tejido graso. El incremento de la masa 
muscular es muy evidente, mientras que disminuye la masa del tejido adiposo 
(Apseloff, et al., 1993).	  	  	  
Igualmente, Lafontan, et al. (1988), examinaron los receptores de estos 
agonistas sobre los receptores adrenérgicos, persistiendo aún bastantes dudas 
acerca del mecanismo por el que consiguen la secreción de proteínas. Por 
ejemplo, se conoce que el ractopamine influencia la síntesis proteica mediante 
la regulación transcripcional (Grant, et al., 1993). También se observó que el 
efecto  del  clembuterol  sobre  la  lipolisis  y  el  corazón  se  realiza  de  forma	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independiente  de  su  acción  sobre  la  musculatura  estriada,  tal  como  se 
demuestra con la administración de antagonistas como describieran Maltin, et	  
al., (1987) y Sillence, et al., (1993). El tratamiento crónico con disruptores 
endocrinos inicialmente causa una hipertrofia de las fibras musculares tipo II, 
sin que se afecten las fibras tipo I; posteriormente existe una proliferación de 
células  satélites  hasta  que  la  concentración  de  ADN  recobra  los  niveles 
equivalentes del tejido antes del tratamiento (Criswell, et al., 1996).	  	  	  
Un gran número de sustancias químicas artificiales que se han vertido al 
medio ambiente, así como algunas naturales, tienen potencial para perturbar el 
sistema endocrino de los animales, incluidos los seres humanos. Entre ellas se 
encuentran  las  sustancias  persistentes,  bioacumulativas  y  organohalógenas 
que incluyen algunos plaguicidas (fungicidas, herbicidas e insecticidas) y las 
sustancias químicas industriales, otros productos sintéticos y algunos metales 
pesados (Graham M., 2009).  Muchas poblaciones animales han sido afectadas 
ya por estas sustancias. Entre las repercusiones figuran la disfunción tiroidea 
en aves y peces; la disminución de la fertilidad en aves, peces, crustáceos y 
mamíferos; la disminución del éxito de la incubación en aves, peces y tortugas; 
graves deformidades de nacimiento en aves, peces y tortugas; anormalidades 
metabólicas en aves, peces y mamíferos; anormalidades de comportamiento 
en  aves;  demasculinización  y  feminización  de  peces,  aves  y  mamíferos 
machos; desfeminización y masculinización de peces y aves hembras; y peligro 
para   los   sistemas   inmunitarios   en   aves   y   mamíferos.   Los   disruptores 
endocrinos interfieren en el funcionamiento del sistema hormonal mediante	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alguno  de  estos  tres  mecanismos:  suplantando  a  las  hormonas  naturales, 
bloqueando  su  acción  o  aumentando  o  disminuyendo  sus  niveles.  Las 
sustancias  químicas  disruptoras  endocrinas  no  son  venenos  clásicos  ni 
carcinógenos  típicos.  Se  atienen  a  reglas  diferentes.  Algunas  sustancias 
químicas hormonalmente activas apenas parecen plantear riesgos de cáncer. 
En los niveles que se encuentran normalmente en el entorno, las sustancias 
químicas  disruptoras  hormonales  no  matan  células  ni  atacan  el  ADN.  Su 
objetivo   son   las   hormonas,   los   mensajeros   químicos   que   se   mueven 
constantemente dentro de la red de comunicaciones del cuerpo.	  	  	  
Las   sustancias   químicas   sintéticas   hormonalmente   activas   son 
delincuentes  de  la  autopista  de  la  información  biológica  que  sabotean 
comunicaciones vitales. Atracan a los mensajeros o los suplantan. Cambian de 
lugar las señales. Revuelven los mensajes. Siembran desinformación. Causan 
toda clase de estragos. Dado que los mensajes hormonales organizan muchos 
aspectos  decisivos  del  desarrollo,  desde  la  diferenciación  sexual  hasta  la 
organización  del  cerebro,  las  sustancias  químicas  disruptoras  hormonales 
representan un especial peligro antes del nacimiento y en las primeras etapas 
de la vida (Graham M., 2009).	  	  	  
Los disruptores endocrinos pueden poner en peligro la supervivencia de 
especies enteras, quizá a largo plazo incluso a la especie humana. Las pautas 
de los efectos de los disruptores endocrinos varían de una especie a otra y de	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una  sustancia  a  otra.  Sin  embargo,  pueden  formularse  cuatro  enunciados 
generales:	  
· 	   Las  sustancias  químicas  que  preocupan  pueden  tener  efectos	  	  
totalmente  distintos  sobre  el  embrión,  el  feto  o  el  organismo 
perinatal que sobre el adulto;	  
· 	   Los efectos se manifiestan con mayor frecuencia en las crías, que	  	  
no en el progenitor;	  	  
· 	   El momento de la exposición en el organismo en desarrollo es	  	  
decisivo para determinar su carácter y su potencial futuro;	  	  
· 	   Aunque  la  exposición  crítica  tiene  lugar  durante  el  desarrollo	  	  
embrionario,  las  manifestaciones  obvias  pueden  no  producirse 
hasta la madurez.	  	  	  
La   especie   humana   carece   de   experiencia   evolutiva   con   estos 
compuestos sintéticos (Arévalo JM, et al., 2011). Estos imitadores artificiales de 
los   estrógenos   difieren   en   aspectos   fundamentales   de   los   estrógenos 
vegetales.  Nuestro  organismo  es  capaz  de  descomponer  y  excretar  los 
imitadores  naturales  de  los  estrógenos,  pero  muchos  de  los  compuestos 
artificiales resisten los procesos normales de descomposición y se acumulan 
en el cuerpo, sometiendo a humanos y animales a una exposición de bajo nivel 
pero  de  larga  duración.  Esta  pauta  de  exposición  crónica  a  sustancias 
hormonales  no  tiene  precedentes  en  nuestra  historia  evolutiva,  y  para 
adaptarse a este nuevo peligro harían falta milenios, no décadas.	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La industria química prefiere pensar que, puesto que ya existen en la 
naturaleza  tantos  estrógenos  naturales,  como  la  soja,  no  hay  por  qué 
preocuparse por los compuestos químicos sintéticos que interfieren con las 
hormonas. Sin embargo, es importante tener en cuenta las diferencias que 
existen  entre  los  impostores  hormonales  naturales  y  los  sintéticos.  Los 
imitadores   hormonales   artificiales   suponen   un   peligro   mayor   que   los 
compuestos naturales, porque pueden persistir en el cuerpo durante años, 
mientras que los estrógenos vegetales se pueden eliminar en un día (Graham 
M.  2009).  Nadie  sabe  todavía  qué  cantidades  de  las  sustancias  químicas 
disruptoras endocrinas son necesarias para que representen un peligro para el 
ser humano. Los datos indican que podrían ser muy pequeñas si la exposición 
tiene  lugar  antes  del  nacimiento.  En  el  caso  de  las  dioxinas,  los  estudios 
recientes han demostrado que la exposición a dosis ínfimas es peligrosa.	  	  	  
La  mayoría  de  nosotros  portamos  varios  centenares  de  sustancias 
químicas persistentes en nuestro cuerpo, entre ellas muchas que han sido 
identificadas como disruptores endocrinos. Por otra parte, las portamos en 
concentraciones que multiplican por varios millares los niveles naturales de los 
estrógenos libres, es decir, estrógenos que no están enlazados por proteínas 
sanguíneas y son, por tanto, biológicamente activos (Arévalo JM, et al., 2011).	  	  	  
Se  ha  descubierto  que  cantidades  insignificantes  de  estrógeno  libre 
pueden alterar el curso del desarrollo en el útero; tan insignificantes como una 
décima  parte  por  billón.  Las  sustancias  químicas  disruptoras  endocrinas	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pueden actuar juntas y cantidades pequeñas, aparentemente insignificantes, de 
sustancias   químicas   individuales,   pueden   tener   un   importante   efecto 
acumulativo. El descubrimiento de que puede haber sustancias químicas que 
alteran  el  sistema  hormonal  en  lugares  inesperados,  incluidos  algunos 
productos que se consideraban biológicamente inertes como los plásticos, ha 
puesto en entredicho las ideas tradicionales sobre la exposición.	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Factores de crecimiento plaquetarios.	  	  	  	  	  
El  Plasma  Rico  en  Factores  de  Crecimiento  (PRGF,  Plasma  Rich  in 
Growth Factors) o Plasma Rico en Plaquetas (PRP) es una técnica actual de 
regeneración  celular  que  acelera  el  proceso  de  cura  de  las  lesiones 
musculares, tendinosas y articulares (Im MJ, et al., 2009).	  	  	  
Los Factores de crecimiento o Plasma Rico en Proteínas son sustancias 
proteicas  solubles  comprendidas  en  el  interior  de  las  plaquetas.  Estas 
sustancias estimulan a otras células que empiezan a crear una gran variedad 
de procesos tales como, formación de tejido nuevo, cicatrización, reparación de 
tejidos, curación de huesos, piel, ligamentos, etc. (Walls CM, et al., 1995).	  	  	  
Estos factores se fusionan únicamente a receptores de la superficie de la 
célula donde deben actuar. Químicamente son capaces de inducir, estimular y 
fomentar su multiplicación cuando existe lesión y reparar el tejido específico en 
cada ocasión. Las células madres adultas necesitan el estímulo de los factores 
de crecimiento para producir sustancias y células específicas del tejido que 
deben crear.	  	  	  
El plasma rico se adquiere de la sangre del mismo paciente. Una vez 
extraída  la  sangre,  se  separa  el  plasma  rico  en  factores  de  crecimiento, 
proteínas esenciales en proceso de reformar, reparar y regenerar tejidos. Los	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factores de crecimiento se pueden encontrar tanto en el plasma sanguíneo 
como en las plaquetas (en los gránulos Alfa) (Im MJ, et al., 2009).	  	  	  
Las  plaquetas  son  las  células  sanguíneas  que  tienen  como  función 
detener el sangrado si se produce lesión vascular. También, son fuente natural 
de factores de crecimiento y tienen la singularidad de liberar estas proteínas en 
el lugar exacto de la lesión, siendo capaz de regenerar tejidos y reestructurar la 
matriz extracelular.	  	  	  
Esta singularidad plaquetaria de los factores de crecimiento hace posible 
que una lesión se cure incluso en la mitad de tiempo, ya que el tratamiento 
acelera el proceso de restauración de los tejidos implicados.	  
Puede   ir   asociada   a   intervenciones   quirúrgicas,   favoreciendo   la 
cicatrización de tejidos, como en lesiones de tendones, ligamentos cruzados de 
rodilla, suturas y lesiones degenerativas.	  	  	  
Igualmente podemos utilizar los factores de crecimiento de forma aislada 
en el tratamiento de una patología muscular, tendinitis crónica, lesiones de 
ligamento o articulaciones.	  	  	  
En biología molecular, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (en 
inglés, PDGF, por platelet derived growth factor) es uno de los numerosos 
factores de crecimiento, o proteínas que regulan el crecimiento celular y la 
división   celular.   PDGF   juega   un   rol   significativo,   en   especial   para   la	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angiogénesis, que implica el crecimiento de vasos sanguíneos a partir de tejido 
vascular existente (Walls CM, et al., 1995). La angiogénesis incontrolada es 
característica del cáncer. Químicamente el PDGF es una glicoproteína dimérica 
compuesta de dos cadenas A (-AA) o dos B (-BB) o una combinación de las 
dos (-AB).	  	  	  
Existen cinco isoformas diferentes de PDGF que activan la respuesta 
celular a través de dos receptores (Im MJ, et al., 2009). Ligandos conocidos 
incluyen A, B, C y D y un heterodímero AB y receptores alfa (PDGFRA) y beta 
(PDGFRB). El PDGF tiene unos pocos miembros en la familia, por ejemplo la 
sub familia del Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por vascular 
endothelial growth factor).	  	  	  
El receptor para el PDGF (PDGFR) pertenece a la clase de receptores 
con  actividad  tirosina  quinasa  intrínseca,  dentro  del  grupo  de  receptores 
transmembrana. Dos tipos de PDGFR han sido identificados: el tipo alfa y el 
beta.	  	  	  
El PDGFR tipo alfa se une al PDGF-AA, PDGF-BB y PDGF-AB mientras 
el PDGFR tipo beta se une con alta afinidad al PDGF-BB y PDGF-AB. El 
PDGFR  se  une  a  sus  ligandos  mediante  el  bolsillo  localizado  dentro  del 
segundo y tercer dominio de inmunoglobulina. Tras la activación por PDGF, 
estos	   receptores	   se	   dimerizan,	   colocándose	   en	   posición	   "on"	   por	  
autofosforilación de algunos sitios de sus dominios citosolicos, los cuales sirven	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para mediar la unión de cofactores y activación subsiguiente de la trasmisión 
de señales, por ejemplo, a través de la vía de la PI3K. El efecto cascada 
subsiguiente incluye la regulación de la expresión genética y el ciclo celular 
(Walls CM, et al., 1995).	  	  	  
El papel del PI3K ha sido investigado por algunos laboratorios. Los datos 
acumulados sugieren que mientras esta molécula hace generalmente parte del 
complejo de señales de crecimiento, esta juega un papel más profundo en el 
control de la migración celular. Las diferentes isoformas tienen afinidad variable 
por el receptor, y el receptor puede tener formas variables, ya sean hetero u 
homodímeros. Esto permite la especificidad de las señales en cascada. Se ha 
demostrado que el cis oncogén es derivado de la cadena B del PDGF. El	  
PDGF-BB es la proteína de unión con mayor afinidad para el PDGFR-beta. 
Este es un marcador de la activación de las células hepáticas estrelladas en el 
proceso de fibrogénesis.	  	  	  
El PDGF desempeña un rol en el desarrollo embriogénico, proliferación 
celular, migración celular y angiogénesis. El PDGF también se ha asociado a 
algunas enfermedades tales como arterioesclerosis, fibrosis y enfermedades 
malignas.	  	  	  
Adicionalmente el PDGF es un elemento requerido en la división celular 
de los fibroblastos, una clase de célula del tejido conjuntivo (Im MJ, et al., 
2009).	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Esencialmente, el PDGF permite a las células saltar a la fase G1 del ciclo 
celular con el fin de dividirse.	  	  	  
También  se  sabe  que  PDGF  mantiene  la  proliferación  de  las  células 
progenitoras de oligodendrocitos.	  	  	  
Como uno de los muchos factores de crecimiento que han sido asociados 
a   enfermedad,   el   PDGF   ha   proporcionado   un   marcador   proteico   de 
antagonistas  de  receptores  para  el  tratamiento  de  enfermedades.  Tales 
antagonistas  usualmente  incluyen  anticuerpos  específicos  que  apuntan  a 
moléculas de interés, los cuales solo actúan como agentes.	  	  	  
¿En qué consiste el tratamiento de Factores de Crecimiento?	  	  	  	  	  
El procedimiento es sencillo y mínimamente invasivo, por lo que se realiza 
de forma ambulatoria. Después de extraer una pequeña dosis de sangre al 
paciente, similar a una analítica común (de 2 a 8 mililitros), se realiza un 
procedimiento específico a la sangre (Ishiguro N, et al., 2010) . Esta sangre se 
somete a un proceso de centrifugado que permite obtener el plasma rico en 
Factores de Crecimiento.	  	  	  
Seguidamente se separa la parte más rica en factores de crecimiento y se 
descarta  el  resto,  añadiendo  cloruro  cálcico  para  liberar  los  factores  de	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crecimiento plaquetarios y se inyecta directamente en la zona lesionada por vía 
articular o muscular.	  	  	  
El tratamiento completo normalmente consiste en tres infiltraciones con un 
intervalo de descanso de una o dos semanas entre ellas. Una vez realizada la 
infiltración del plasma rico en factores de crecimiento el paciente tendrá que 
guardar reposo de 24 a 48 horas de actividad deportiva o esfuerzos intensos, 
pero después ya podrá hacer vida normal. Siempre siendo dictaminado por el 
médico que lleve el tratamiento, ya que dependerá de la lesión que se quiera 
tratar. Aconsejan poner hielo en la zona tratada después de la intervención, de 
3 a 5 veces al día (Walls CM, et al., 1995).	  	  	  
Usos de los Factores de Crecimiento:	  	  	  	  	  
Existen diferentes usos y aplicaciones para los factores de crecimiento. 
Son los siguientes:	  
· 	   Consolidación de fracturas	  	  
· 	   Injertos óseos	  	  
· 	   Aceleración de cicatrización	  	  
· 	   Pseudoartrosis	  	  
· 	   Artrosis	  	  
· 	   Lesiones tendinosas, musculares	  	  
· 	   Rejuvenecimiento facial con factores de crecimiento	  	  
· 	   Factores de crecimiento en rodilla, cadera, etc.	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· 	   Lesiones del cartílago	  	  	  	  	  
Su   uso   en   traumatología,   rehabilitación,   reumatología   y   medicina 
deportiva  se  basa  en  su  capacidad  para  la  reparación  y  regeneración  de 
“heridas” o daños sobre hueso, tendón, músculo o cartílago.	  	  	  
Las  plaquetas,  además  de  intervenir  en  la  formación  del  trombo, 
intervienen   en   la   reparación   de   tejidos   dañados   pro   inflamación,   por 
degeneración, por desgaste e, incluso también, por rotura (Walls CM, et al., 
1995).	  	  	  
En  virtud  de  esta  prioridad  reparadora  o  “regeneradora”  se  aíslan  y 
concentran de la propia sangre y se aplican en el tejido dañado. Allí liberan 
grandes cantidades de factores de crecimiento que son los verdaderos artífices 
de la reparación y regeneración del tejido dañado (Walls CM, et al., 1995).	  	  	  
¿Cuáles son sus indicaciones?	  	  	  	  	  
En rehabilitación el PRP se aplica a dos grandes grupos de patologías: 
las tendinitis crónicas (codo de tenista, tendinitis aquílea, fascítis plantar, etc.) y 
la artrosis de rodilla. En ambos casos, el PRP se debe recomendar sólo a 
aquellos pacientes en los que han fracasado todas las medidas terapéuticas 
tradicionales y sólo les queda la cirugía como única opción.	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¿Qué resultados puedo esperar?	  	  	  	  	  
El PRP es un tratamiento de notable actualidad debido a sonados éxitos 
en deportistas de renombre mundial. La literatura disponible sugiere que el 
PRP  puede  ser  una  alternativa  más  eficaz  que  los  anti-inflamatorios,  las 
infiltraciones de cortisona o, incluso, que las infiltraciones de ácido hialurónico. 
Sin  embargo,  todavía  no  está  suficientemente  aclarado  cuáles  son  sus 
indicaciones y cuál es la manera más efectiva de aplicarlo (Ishiguro N, et al., 
2010).	  	  	  
A  pesar  del  elevado  porcentaje  de  éxitos  no  todos  los  pacientes 
responden. Es recomendable recurrir a especialistas con solidez científica y 
experiencia en el uso del tratamiento.	  	  	  
El  plasma  rico  en  factores  de  plaquetas  es  una  técnica  de  medicina 
regenerativa que permite usar los factores de crecimiento presentes de forma 
natural en las plaquetas del paciente para estimular la regeneración de las 
estructuras de la piel (Walls CM, et al.,1995).  Se trata de una técnica segura 
debido a su naturaleza autóloga: es decir, que las plaquetas y sus factores de 
crecimiento provienen del propio paciente.	  	  	  
Empezó a utilizarse en odontología y en traumatología por su capacidad 
de  regeneración  de  tejidos.  Recientemente  se  ha  utilizado  con  éxito  y	  	  	  	  	  	  	  
28	  
	  	  
Revisión Bibliográfica	  	  	  	  	  	  	  
seguridad en medicina estética. Es uno de los principales tratamientos de la 
Unidad de Dermatología Regenerativa.	  	  	  
Se  usa  con  distintas  indicaciones:  mejorar  las  cicatrices  quirúrgicas 
cuando son recientes, las cicatrices de acné (junto con otras técnicas, como el 
láser fraccionado) y mejorar en general la calidad de la piel, ya que la liberación 
de  estos  factores  de  crecimiento  plaquetarios  en  la  dermis  acelera  los 
mecanismos de reparación y estimula la producción de colágeno, lo que se 
traduce en una menor flaccidez, menos arrugas finas e hidratación profunda. 
Sus efectos no son inmediatos: empiezan a notarse unas semanas después 
(Ishiguro, et al., 2010).	  	  	  
El  desarrollo  de  los  preparados  plasmáticos  ha  generado  grandes 
expectativas en la reparación ósea y han alcanzado gran desarrollo comercial 
de  los  kits  de  obtención  del  Plasma  Rico  en  Plaquetas  (PRP),  también 
conocido  como  concentrado  rico  en  plaquetas  (PRC),  gel  de  plaquetas 
autólogo, y plasma rico en factores de crecimiento (PRF) y su efecto sobre la 
regeneración  esquelética.  La  generación  de  concentrados  plasmáticos  de 
plaquetas tiene como objetivo la liberación de factores de crecimiento sostenida 
en el tiempo de forma autóloga. Existe muy poca evidencia clínica de sus 
efectos, y una gran variabilidad a la hora de preparar los concentrados, con 
grandes diferencias en la cantidad de plaquetas y factores de crecimiento que 
contienen, lo que no permite protocolizar su uso clínico. No hay una relación 
directa entre el número de plaquetas del concentrado plaquetario obtenido y la	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concentración final de factores de crecimiento, por lo que PRP y el PRF no son 
exactamente  el  mismo  producto.  Hay  que  insistir  en  la  importancia  de 
diferenciar entre las funciones que desempeñan los factores de crecimiento 
"per se", y las que realiza el preparado plaquetario. En la literatura actual no se 
encuentra ninguna evidencia científica que demuestre la supuesta aceleración 
de la curación de las fracturas con la aplicación del PRP/PRF. Los buenos 
resultados  de  su  aplicación  en  lesiones  musculares,  tendinosas,  o  en  su 
empleo en cirugía artroscópica, son estudios clínicos preliminares que deben 
ser mejor evaluados (Ishiguro N, et al., 2010).	  	  	  
Es   necesario   profundizar   en   el   estudio   de   estos   concentrados, 
determinando  y  cuantificando  los  factores  de  crecimiento  "in  situ"  tras  su 
aplicación para poder valorar su verdadero efecto en la regeneración de los 
distintos tejidos, incluido el óseo, para valorar su verdadera utilidad clínica y 
poder protocolizar su uso.	  	  	  
Para que las células diferenciadas mantengan las posiciones adecuadas, 
las proporciones adecuadas, se reconozcan entre sí y se mantengan unidas 
formando un tejido deben existir señales entre las mismas. Este sistema de 
comunicación intercelular está constituido por sustancias variadas entre las que 
se encuentran las citoquinas, las interleuquinas y los factores de crecimiento 
(Walls CM, et al., 1995).	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Los  factores  de  crecimiento  participan  en  la  formación  de  hueso  y 
cartílago, en la reparación de fracturas óseas, tendones y ligamentos. Su uso 
terapéutico  ha  causado  gran  interés  y  desarrollo  dentro  de  la  medicina 
deportiva y la enfermedad por accidentes laborales.	  	  	  
A lo largo de estos últimos años la evidencia clínica ha acreditado la 
eficacia de la terapia con factores de crecimiento asociada en la promoción de 
respuestas  reparativas  en  procedimientos  de  traumatología,  odontología  y 
cirugía maxilofacial, cirugía plástica, estética y cirugía reparadora (Ishiguro N, 
et al., 2010). El interés de estas sustancias es que favorecen el índice de 
reparación tisular tanto de tejidos blandos como de huesos, reducen el índice 
de infección, el dolor y las pérdidas hemáticas.	  	  	  
Los factores de crecimiento más conocidos e importantes son:	  	  
· 	   HC (hormona del crecimiento).	  	  
· 	   FCI-1 (factor del crecimiento insulinoide).	  	  
· 	   FCDP (factor de crecimiento derivado de las plaquetas).	  	  
· 	   FCVE (factor de crecimiento vascular endotelial).	  	  
· 	   FTC-beta (factor transformador del crecimiento-beta).	  	  
· 	   FCF a y FCF b (factor fibroblástico ácido y básico, además de	  	  
otros).	  	  	  	  	  
Químicamente, los factores de crecimiento son péptidos o fragmentos 
proteicos activos biológicamente y son secretados por todas las células del	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organismo y que se acumulan en mayor cantidad en plaquetas, fibroblastos, 
glándulas salivares, osteoblastos, lágrimas y riñones. Cuando aparece una 
lesión a nivel de epidermis, dermis, hueso o cualquier otro tejido son activados 
y a medida que avanza la edad su actuación va disminuyendo (Walls CM, et	  
al., 1995).  La función de estas sustancias es mediar en la emisión de una serie 
de señales entre las que destacan la migración, la diferenciación, la activación 
y la mitosis celular. Las células receptoras pueden estar próximas o no a las 
células emisoras.	  	  	  
El FCDP	  	  	  	  	  
Entre este tipo de péptidos o proteínas se encuentran los factores de 
crecimiento  plaquetario  (FCDP,  platelet  derived  growth  factor).  Ante  la 
presencia de una herida, y transcurridos 10 minutos (tiempo necesario para 
que se haya producido el coágulo) las plaquetas liberan el 95% de los factores 
de crecimiento presintetizados y almacenados en forma de gránulos A, esta 
liberación se extiende a lo largo de aproximadamente una hora. A continuación, 
como consecuencia del estímulo de la angiogénesis inducido por las plaquetas 
aparecen  los  macrófagos  que  asumen  la  reparación  tisular  mediante  la 
liberación de sus propios factores.	  	  	  
El factor de crecimiento plaquetario tiene capacidad para actuar sobre 
fibroblastos, células óseas, o mioblastos y por ello está cualificado como un 
factor de amplia especificidad (Ishiguro N, et al., 2010).	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Es una proteína de 30 Kilo Dalton de peso molecular. Se trata de un 
dímero formado por dos cadenas de aminoácidos A y B con una similitud entre 
ellas del 60%. La cadena A tiene 121 aminoácidos y la cadena B tiene 125. Y 
de la combinación de estas cadenas surgen tres tipos de FCDP, el AA, el AB y 
el BB.	  	  	  
Estas distintas versiones del FCDP tienen distinto efecto sobre distintos 
tipos  celulares.  Pero  lo  primero  que  se  comprobó  es  que  tiene  efecto 
quimiotáctico para monocitos y macrófagos. Su efectividad está mediada por la 
interacción con los receptores de las membranas que se denominan alfa y 
beta.	  	  	  
Este factor tiene una gran influencia sobre los fibroblastos estimulando su 
multiplicación celular y su efecto quimiotáctico o de llamada. También estimula 
muy marcadamente la producción de fibras colágenas a nivel de la sustancia 
extracelular.  Y  como  hemos  dicho  antes  tiene  efecto  de  llamada  sobre 
monocitos y macrófagos (Walls CM, et al.,1995).	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Aspectos anatómicos.	  	  	  	  	  
El músculo longissimus lumbaris es descrito por Sandoval (1998) y Nyce, 
et al., (2002), y se inicia en el sacro y ala del íleon como parte integrante de la 
masa muscular lumbosacra. Este músculo se prolonga sin interrupción a lo 
largo  de  todo  el  dorso  determinando  así  la  cinta  muscular  más  larga  del 
organismo animal. El músculo longissimus lumbaris en el cerdo es la porción 
más robusta, ya que conforme avanza como músculo longissimus del tórax va 
perdiendo entidad. En todo este trayecto, aparece envuelto por la hoja profunda 
de la fascia toracolumbar, pero ofreciendo a intervalos definidos digitaciones 
evocadoras del origen segmentario que preside su morfogénesis. Salvo ligeras 
variaciones, en todos los ungulados domésticos la morfología y disposición 
responden a un patrón común. Precisamente este origen en los ungulados más 
caudal tiene lugar en las apófisis espinosas sacras, aparte de que también 
afectan a las crestas iliacas, mostrándose a este nivel lumbar empaquetado en 
una fuerte aponeurosis; una parte de su cara dorsal, sin embargo, aparece 
hendida longitudinalmente para tener el origen más craneal del glúteo medio 
(Bakker, et al., 1998). A todo a lo largo del dorso, el músculo longissimus	  
completa su origen en la serie de apófisis espinosas lumbares y torácicas, a la 
vez que delega en profundas digitaciones sucesivas de orientación cráneo- 
ventral para las correspondientes inserciones.	  	  	  
Estos fascículos de inserción se disponen a lo largo del músculo en doble 
hilera,  destacándose  los  de  la  hilera  medial,  que  terminan  en  las  apófisis	  	  	  
34	  
	  	  
Revisión Bibliográfica	  	  	  	  	  	  	  
articulares y en las apófisis transversas lumbares extremos vertebrales de las 
costillas, así como en las tres ultimas transversas cervicales (Carter, et al., 
1991). Todo el músculo es extremadamente estrecho en su origen, ya que solo 
se fija a una parte de la cresta iliaca y cara ventral adyacente del ala del íleon. 
En  esta  zona  de  origen  el  músculo  se  encuentra  separado  de  la  fascia 
toracolumbar  por  una  densa  capa  de  tejido  adiposo.  Aparte  de  la  acción 
fijadora  y  enderezadora  que  preside  en  la  columna  vertebral,  el  músculo	  
longissimus  es  un  importante  flexor  dorsal  del  raquis  toracolumbar  y,  por 
consiguiente,  mediador  de  las  influencias  mecánicas  en  la  protección  y 
retracción de los miembros pelvianos (Nyce, et al., 2002).	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Procesos patológicos.	  	  	  	  	  
Las  fibras  musculares  son  células  que  reaccionan  frente  a  distintos 
estímulos produciendo un aumento de su tamaño o hipertrofia. Uno de los	  
agentes que favorece el aumento de su tamaño es el β-agonista, pero en 
diferentes tratamientos con clembuterol se hipertrofian (Apseloff, et al., 1993 y 
Lavoie, et al., 2002), siendo esta reacción reversible, ya que una vez que se 
suspenden los tratamientos se pierde el aumento del tamaño (Bakker, et al., 
1998), e incluso la retirada del clembuterol puede llegar a producir el efecto 
contrario, es decir una atrofia de las fibras musculares (Chen, et al., 2000 y Gil, 
et al., 2001).	  	  	  
La “apoptosis” es la muerte celular programada debido a una liberación de 
las endonucleasas. Las fibras musculares son células que sufren ese tipo de 
muerte celular en diversos procesos patológicos, entre los que se destacan las 
atrofias marcadas tras procesos de activación de dichos elementos celulares,	  
como en el caso de tratamientos alternativos con β2-agonistas (Apseloff, et al., 
1993).	  	  	  
El  aumento  del  tamaño  de  las  fibras  musculares  se  relaciona  con 
variaciones de la actividad enzimática, destacándose que dicho aumento de 
volumen dispersa entre otros componentes a sus mitocondrias, por lo que con 
las  técnicas  de  NADH-TR  se  detecta  una  disminución  de  su  capacidad 
oxidativa  (Herrera,  et  al.,  2001),  junto  con  pérdida  de  la  actividad  de  la	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mATPasa por modificaciones de los filamentos de miosina, por lo que pierden 
toda la actividad miosínica (Lynnch, et al., 2001),.	  	  	  
Pero sin duda alguna la hipertrofia de las fibras musculares por la acción	  	  
de los anabolizantes, y sobre todo por los β2 -agonistas, se debe a un aumento 
de la síntesis proteica relacionada con la formación de miofilamentos que a su 
vez estructuran las miofibrillas, este aumento del material contráctil provoca un 
aumento del tamaño de las fibras musculares (Choo, et al., 1990). Pero el 
aumento de estas miofibrillas puede mantener una disposición correcta en las 
fibras musculares sin mostrar modificaciones secundarias (Choo, et al., 1990), 
o por el contrario, aunque éstas se organicen correctamente sus miofibrillas se 
pierdan las relaciones entre estos componentes contráctiles, por lo que se 
puede afectar su funcionamiento (Huang, et al., 2000), e incluso se puede 
modificar la localización del sistema tubular y del retículo sarcoplásmico.	  	  	  
Dentro de las alteraciones de las fibras musculares modificadas por un 
aumento de las miofibrillas se describe, en casos muy agudizados, una pérdida 
de la relación del continente y el contenido que lleva a mostrar formas atípicas 
y a veces monstruosas de estas fibras hipertrofiadas (Chen, et al., 2000). Y 
debido  al  gran  tamaño  que  llegan  a  tener,  estas  fibras  para  favorecer  su 
nutrición  pueden  incluso  llegan  a  canalizarse  (Maltin,  et  al.,  1990).  En  los 
Tratados de Patología se cita que cada núcleo regula una porción concreta del 
citoplasma, por lo que cuando la célula en general se hipertrofia este aumento 
en su tamaño va acompañado por un aumento en el número de sus núcleos	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para dirigir los procesos metabólicos de las células hipertrofiadas (Kilt, et al., 
1989). Esto ocurre en las fibras musculares tratadas con clembuterol, hasta el 
punto que para poder dirigir el metabolismo de las fibras hipertrofiadas no sólo 
aumentan el número de sus núcleos sino que también modifican su localización 
centralizando los componentes nucleares (Hayes, et al., 1997 y Lavoie, et al., 
2002).	  	  	  
La acción de los anabolizantes provoca una mejora de la masa muscular, 
pero con claras alteraciones, lo que provoca que el animal se haga sedentario 
lo que favorece aun más su engorde (Horne, et al., 1990).	  	  	  
Se ha  especulado sobre las vías  de administración de los finalizadores, y 
sobre todo hasta cuando se  tienen que administrar a los animales de abasto 
(Apseloff, et al., 1993). En EEUU se admite la administración de hormonas 
anabolizantes a los animales, pero éstos han de retirarse en un periodo de 
tiempo concreto antes del sacrificio (Horne, et al., 1990). Estos planteamientos 
de si los finalizadores se deben prohibir totalmente o administrar con retiradas 
posteriores,  se  deben  a  que  algunos  anabolizantes  tienen  una  acción	  
reversible.  La  acción  de  los  β2  -agonistas  sobre  las  fibras  musculares  es 
reversible, por lo que para obtener los beneficios zootécnicos que se pretenden 
hay que tratar con clembuterol al animal hasta su sacrificio, ya que su retirada 
significa la pérdida de la hipertrofia de las fibras musculares, e incluso hasta 
una atrofia con imágenes degenerativas de dichas fibras musculares (Huang, et	  
al., 2000).	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La  atrofia  de  las  fibras  musculares  se  produce  al  retirarse  de  la 
alimentación  los  tratamientos  de  clembuterol,  detectándose  modificaciones 
tanto al microscopio óptico como electrónico (Huang, et al., 2000), alterándose 
gravemente  su  actividad  enzimática,  como  es  su  actividad  mATPasa  y  la	  
NADH-TR, por lo que se modifican los tipos de fibras musculares, e incluso se 
cita la aparición de un cuarto tipo de fibras de reacciones inespecíficas.	  	  	  
El inicio del uso de los finalizadores en la alimentación animal se produce 
con los tratamientos de los tiuracilos, o fármacos que lesionan gravemente el 
tiroides, por lo que apenas se producen las hormonas T3 y  T4. El déficit de las 
hormonas tiroideas favorece una pérdida del metabolismo del tejido conectivo, 
siendo  una  de  las  lesiones  más  significativas  la  aparición  de  un  edema 
generalizado o anasarca, por lo que esta técnica en producciones animales 
presenta  un  doble  fraude,  poner  en  contacto  con  el  consumidor  “carnes 
repelentes” y vender agua (edema) por carne (músculos), por estos motivos 
fueron prohibidas todas las sustancias u hormonas tireostáticas (Blanco, et al., 
1978). En las actualidad se están utilizando en la alimentación animal los 
corticoides como “sustancias borradoras”, presentando una acción similar a los 
tireostáticos, sobre todo en la formación del edema generalizado o anasarca 
(Apseloff, el al., 1993).	  	  	  
Estos  corticoides  como  es  la  dexametasona,  actúan  sobre  las  fibras 
musculares por dos vías diferentes: en primer lugar por una acción directa 
modificando su componentes contráctiles y en segundo lugar haciendo que las	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fibras musculares sufran todo tipo de alteraciones desde una apoptosis hasta 
degeneraciones zenkerianas, debido a la presencia de edema en el tejido 
intersticial del endomisio (Shearan, et al., 1991 y Apseloff, et al., 1993).	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Para llevar a cabo la experiencia, se han utilizado 20 cerdos minipig. Los 
animales fueron sometieron entre los 3 hasta los 6 meses de edad, siendo 
alimentados ab libitum con una dieta basada en maíz y soja y calculada para 
contener el 14% de proteína. La ingestión media por animal y día fue de  2.3 
Kgs.	  	  	  
Esta  investigación  se  llevo  a  cabo  en  el  Servicio  de  Animales  de 
Experimentación de la Universidad de Córdoba.	  	  	  
Los  animales  fueron  asignados  al  azar  a  uno  de  los  cuatros  grupos 
experimentales siguientes:	  
· 	   GC  (grupo  Control)  (n=5):  Grupo  sin  tratamiento  alguno.  Al	  	  
sacrificio los animales pesaron alrededor de 15,3 Kgrs.	  	  
· 	   GBA (grupo tratado bisfenolA) (n=5): grupo tratado con bisfenolA	  	  
hasta final de la experiencia, administrándosele por vía oral en el 
agua de beber diariamente 0,79 mg de bisfenolA. Al sacrificio los 
animales pesaron alrededor de 16,2  Kgrs.	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· 	   GBA-R (n=5): Grupo alimentado con bisfenolA igual que el grupo	  	  
anterior durante 45 días, y se retiro posteriormente. Al sacrificio los 
animales pesaron aproximadamente 14,7  Kgrs.	  
· 	   GBA-P (n=5): Grupo alimentado con bisfenolA igual que el grupo	  	  
anterior durante 45 días, y se retiro posteriormente y se procedió 
en  los  últimos  45  días  a  darle  un  tratamiento  con  plaquetas 
enriquecidas. Al sacrificio los animales pesaron aproximadamente 
16,3 Kgrs.	  	  	  
Tras el periodo experimental todos los animales fueron sacrificados en el 
animalario de la Universidad de Córdoba	  	  	  
Sobre  el  animal  sacrificado  y  colgado  de  la  cadena  del  faenado  se 
tomaron  muestras  de  los  músculos  longissimus  lumbaris  y  longissimus 
dorsis. con una aguja de biopsia percutánea. La penetración de la aguja de 
biopsia se consiguió tras realizar una pequeña incisión cutánea con bisturí.	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Microscopio óptico	  	  	  	  	  
Una vez extraídas las muestras se dispusieron perpendicularmente sobre 
el  portabloques  a  los  que  se  le  añadió  previamente  una  gota  de  OCT- 
Compound. Posteriormente se recubrió toda la muestra con más cantidad de 
este producto para proceder a su congelación. Ésta se realizó en el interior de 
un vaso de precipitado de vidrio con 100 ml de 2-metilbutano, que había sido 
previamente  enfriado  sobre  nitrógeno  liquido  (-190º  C),  almacenado  en  un 
termo. Para ello introdujimos lentamente el vaso de precipitado en un termo, y 
lo mantuvimos hasta que el 2-metilbutano alcanzó la temperatura óptima de – 
160º C, lo que se advierte al congelarse y quedar adherido a las paredes y 
fondo del vaso formando una fina capa de color blanco. Este es el momento 
adecuado para sumergir los portabloques en el 2-metilbutano durante 10-15 
segundos. La muestra sufre así una congelación inmediata y mínimamente 
traumática, idónea para el mantenimiento integro de las estructuras histológicas 
y enzimáticas.	  	  	  
Las   muestras   congeladas   se   protegieron   con   papel   de   aluminio, 
previamente refrigerado, y fueron almacenadas a -40º C   en recipiente de 
plástico, en un arcón congelado a esta temperatura, hasta el momento de 
proceder al corte de las mismas.	  	  	  
A continuación se procedió a realizar los cortes de las muestras. Estos 
cortes de 10 um de grosor se realizaron en un criostato Leica CM 1850 a -20º	  	  	  	  
43	  
	  	  
Material y método	  	  	  	  	  	  	  
C siendo recogidos sobre portaobjetos limpios y secos mediante contacto de 
éstos sobre la cuchilla del criostato. Los primeros cortes nos sirvieron para 
comprobar que la congelación haya sido correcta y verificar la disposición 
transversal de las fibras mediante una tinción rápida de hematoxilina-eosina. 
Seguidamente, y por el procedimiento descrito anteriormente, se obtuvieron un 
total de 40 cortes seriados por muestra disponiéndolos de dos en dos en cada 
portaobjetos. Los cortes se almacenaron en cajas previamente refrigeradas a – 
40º C para ser posteriormente sometidas a diferentes técnicas histoquímicas.	  	  	  
Las técnicas usadas no enzimáticas han sido la hematoxilina-eosina y el 
tricrómico de Gomori modificado por Brumback y Leech.	  	  	  
La técnica de la hematoxilina-eosina es la que usualmente se utiliza en 
todo laboratorio histológico, y seguimos la misma pauta que señala Bloomm et	  
al., en 1994.	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Técnicas histoenzinmológicas	  	  	  	  	  
Técnica ATPasa miosínica	  	  	  	  	  
Aplicamos estas técnicas a fin de detectar mediante microscopía óptica la 
presencia o ausencia ATPasa por parte de la miosina de las fibras musculares.	  	  	  
Para ello las preparaciones se incuban en una solución que contiene 
ATPasa y calcio a ph 9.45. A este ph la enzima ATPasa libera el fosfato 
terminal que combina con el calcio de la solución formando fosfato cálcico 
insoluble a ph básico, que precipitará en el lugar donde reside la actividad 
enzimática. A continuación las preparaciones se trasladan a una solución de 
cloruro de cobalto. El cobalto sustituye al calcio en el fosfato de calcio, y el 
fosfato de cobalto resultante precipita en el mismo sitio. Por último sometemos 
las preparaciones de tejido muscular a una solución de sulfuro de amonio 
formándose   sulfuro   de   cobalto   que   es   insoluble   y   de   color   negro, 
demostrándose así la existencia mATPasa por parte de las fibras musculares 
(Dubowitz y Brooke, 1973).	  	  	  
Si previamente a la incubación con ATP a ph 9.45 las preparaciones son 
introducidas en medios más alcalinos (ph 10.2-10.6) o ácidos (ph 4.6–4.3), 
conseguiremos   evidenciar   un   mayor   número   de   tipos   fibrilares,   como 
consecuencia de la diferente labilidad que manifiestan los distintos tipos de 
isomiosina.  Las  fibras  musculares  así  teñidas  nos  permiten  la  coloración	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adquirida por las miofibrillas a microscopía óptica, que quedan separadas entre 
sí  por  el  espacio  intermiofibrilar  no  teñido.  Si  el  corte  de  la  fibra  fuera 
longitudinal,  observaríamos  que  la  tinción  se  aprecia  sobre  las  bandas  A, 
debido a que esta zona se encuentra ocupada por miosina, y es por lo que 
estas técnicas se denominan ATPasa miosínica (Dubowitz, 1985).	  	  	  
Las técnicas utilizadas en nuestro estudio corresponden a la referida por 
Snow, et al (1982) para preincubaciones alcalinas, y Dubowitz y Brooke (1973) 
para preincubaciones ácidas, introduciendo ciertas modificaciones, por lo que 
las describimos a continuación.	  	  	  
ATPasa miosínica preincubación alcalina (método Snow, 1982)	  	  	  	  	  
1.  Preincubación durante 15 minutos en la solución: 
i.  Cl2Ca	   0,1M	  
ii.  Acetato sódico	   0,07M	  	  
iii.  Barbital sódico	   0,075M	  	  
iv.  Ph:  10.2,  10.3,  10.4,  10.5  (ajustados  con  NaOH  1M  y 
0,1M).	  
2.  Lavado con agua destilada durante 5 minutos 
3.  Incubación durante 30 minutos en la solución:	  
i.  Cl2Ca	   0,1M	  	  
ii.  Acetato de sodio	   0,7M	  	  
iii.  Barbital sódico	   0,075M	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iv.  ATP	   1,5 mg/ml	  	  
v.  Ph: 9.45 (ajustado con NaOH 1M y 0,1M)	  	  
4.  Lavado con cloruro de calcio 0,2M: dos baños de 5 minutos. 
5.  Lavado con cloruro de cobalto al 2% durante 5 minutos.	  
6.  Lavado con agua destilada minuciosamente: dos baños. 
7.  Lavado con sulfuro de amonio al 1%, 1 minuto.	  
8.  Lavado de 2 a 5 minutos con agua destilada.	  	  
9.  Deshidratación en cadena ascendente de alcoholes con medio sintético 
(Eukitt).	  	  	  
ATPasa miosínica preincubación ácida (método modificado de Dubowitz y 
Brooke, 1973)	  	  	  
En esta técnica la concentración del acetato de sodio es muy baja, y la 
solución preincubadora incorpora cloruro sódico.	  
1.  Preincubar en la solución: 
a.  50 ml de solución A	  
b.  101,5 ml de solución B	  	  
c.  20 ml de cloruro de sodio (8,5%)	  	  
d.  Completar con agua destilada hasta 250 ml	  	  
Solución A: Acetato de sodio 1,94 gr, Barbital sódico 2,94gr, agua 
destilada.	  
Solución B: ClH 0,1 N	  	  
e.  Ph: 4.3, 4.5, 4.6 (ajustados con NaOH 0,1M)	  	  	  	  	  	  
47	  
	  	  
Material y método	  	  	  	  	  	  	  
2.  Lavar en solución de barbital sódico 0,1M y cloruro de calcio 0,18M en 
agua destilada. Ph 9.4 (ajustado con CLH 0,1 N). Durante 30 segundos.	  
3.  Incubar en la siguiente solución: solución lavadora con 15 mg de ATP. 
Ph 9.4 (ajustado con NaOH 1M y 0,1M). Durante 45 minutos.	  
4.  Cloruro de calcio al 1%: dos baños de 5 minutos. 
5.  Cloruro de cobalto al 2%: un baño de 5 minutos. 
6.  Barbital sódico 0,01M: un baño de 5-10 minutos. 
7.  Agua destilada: un baño de 30 segundos.	  
8.  Sulfuro de amonio al 1%: un baño de 60 segundos. 
9.  Lavar con agua destilada: un baño de 2 a 5 minutos.	  
10. Deshidratar en cadena ascendente de alcoholes y montar en medio 
sintético.	  	  	  
Técnicas para determinación del metabolismo de las fibras.	  	  	  	  	  
Nicotinamide  Adenine  Dinucleotide  (Reduced)-Tetrazolium  Reductase	  	  
(NADH-TR). Método Dubowitz y Brooke (1973)	  	  	  	  	  
Las  enzimas  oxidativas,  entre  las  que  se  incluyen  deshidrogenasas 
(SDH), diaforasas y  oxidasas (NADH-TR), tienen importancia porque reflejan la 
utilización de diferentes intermediarios metabólicos del ciclo de Krebs y vías 
relacionadas  indicando  las  posibles  fuentes  de  energía  en  el  metabolismo 
muscular.	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Estas técnicas tienen su fundamento en el uso de una sal de tetrazolio 
insoluble que intercepta electrones en algún punto de la cadena respiratoria, 
quedando reducida, coloreada y precipitada por su carácter de insolubilidad.	  	  	  
En  la  empleada  por  nosotros  (diaforasas),  la  NADH  se  utiliza  como 
sustrato y uno de los compuestos del tetrazolium (NBT) como captador de 
electrones. Con esta técnica se manifiesta claramente el espacio intermiofibrilar 
que incluye mitocondrias y retículo sarcoplásmico, ya que las miofibrillas no se 
tiñen (Dubowitz, 1985).	  	  	  
Metodología a seguir:	  	  
1.  Incubar en la siguiente solución: 0,2 M Tris Buffer (ph 7,4)—10ml, 
NBT—10ml, NADH—8ml. Ph 7,2 (ajustar con ácido acético puro	  
1M).Tiempo de incubación de 30-60 minutos a 37º C. 
2.  Lavado con agua destilada: 1 minuto.	  
3.  Deshidratación en cadena de acetonas. 
4.  Lavado en agua destilada: 1 minuto.	  
5.  Montaje en glicerina y sellado con parafina o esmalte.	  	  	  	  	  
Las técnicas histoquímicas que hemos referido nos permitirán clasificar a 
las fibras según la actividad que presenta la enzima ATPasa miosínica frente a 
preincubaciones en medios alcalinos y ácidos, actividad mATPasa y en base al 
potencial oxidativo que exhiben actividad NADH-TR. Siguiendo los criterios	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establecidos previamente por Snow et al. (1982), Latorre (1990) y Latorre et al. 
(1993).	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Microscopio electrónico.	  	  	  	  	  
Fueron tomadas muestras de varios milímetros de ambos músculos para 
su estudio ultraestructural. Dichas muestras fueron fijadas en glutaldehido al 
2% en solución 0,1 M de buffer fosfato (ph 7,4) a 4º C durante 12 horas y 
posteriormente se refijaron en tetróxido de osmio en solución 0,1 M de buffer 
fosfato  (ph  7,4)  durante  30  minutos,  según  el  proceder  de  Sabattini  y 
colaboradores (1964).   Después se procedió a un lavado con solución buffer 
fosfato  (ph  7,4)  seguido  de  una  deshidratación  en  escala  ascendente  de 
alcoholes finalizando con la inclusión de las piezas se incluyeron en Araldita.	  	  	  
Los cortes semifinos y ultrafinos se realizaron en un ultramicrotomo LKB. 
Los cortes semifinos se tiñeron con azul de toluidina, mientras que en los 
cortes ultrafinos se realizo un doble contracte con acetato de uranilo y citrato de 
plomo.  Para  su  estudio  ultraestructural  los  cortes  fueron  observados  y 
electronografiados en un microscopio electrónico de transmisión Philips CM10, 
del Servicio de Microscopia Electrónica de la Universidad de Córdoba.	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Morfometría.	  	  	  	  	  
Los porcentajes fibrilares los obtuvimos tras el recuento de entre 500 y 
1000 fibras de campos superficiales y profundos elegidos al azar (Latorre, 
1990),   incluidas   en   fascículos   completos,   empleando   las   secuencias 
fotográficas que reconstruyen la sección completa de los diferentes músculos, 
utilizando   preparaciones   teñidas   con   la   técnica   de   mATPasa,   y   a 
preincubaciones  que  nos  permitían  distinguir  todos  los  tipos  de  fibras 
presentes.	  	  	  
Los valores correspondientes a porcentajes se exportaron al programa 
HARVARD GRAPHICS 2.0 para Windows con el fin de obtener los diferentes 
diagramas de sectores.	  	  	  
Los	   estudios	   realizados	   al	   microscopio	   electrónico,	   han	   sido	  	  
fundamentalmente descriptivo por lo que no se le ha realizado ningún estudio 
estadístico.	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Microfotografiado.	  	  	  	  	  
Se realizó con la mayor celeridad posible ya que la intensidad y calidad de 
las reacciones enzimáticas e inmunohistoquímicas disminuyen con el tiempo. 
Utilizamos un microscopio Leitz Dialux   20 con equipo fotográfico automático 
incorporado.   Las   preparaciones   fueron   fotografiadas   digitalmente.   Las 
fotografías a 4x y 10x fueron empleadas para realizar una reconstrucción lo 
más completa posible de las secciones musculares obtenidas. Las fotografías a 
mayores  aumentos  nos  permiten  obtener  imágenes  de  un  mismo  campo 
histológico  sometido  a  las  distintas  técnicas,  con  el  fin  de  analizar  el 
comportamiento de un mismo grupo de fibras musculares y proceder a su 
identificación y catalogación.	  	  	  	  
Estimaciones estereológicas generales	  	  	  	  	  
Para realizar los estudios morfométricos hemos remarcado los contornos 
de  las  diferentes  fibras  musculares,  como  se  indica  en  la  imagen  que  se 
presenta (fig. 1)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Fig 1. Dibujo de contornos sobre corte histológico.	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Estimación de la densidad numérica.	  	  	  	  	  
Se estimó la densidad numérica de las fibras de cada población celular en 
un plano superponiendo un sistema de test constituido por cuatro áreas de 
contaje sobre las imágenes microscópicas.	  
De este modo el número de perfiles fibrilares por unidad de área fue 
calculado de acuerdo con la fórmula siguiente (Gundersen et al. 1988):	  
est QA(fibl/tis) = ΣQfibl) / (ΣP(tis) · a/p)	  	  	  	  	  
Donde QA(nucl/tis) es la densidad numérica de las fibras por unidad de 
área del tejido, ΣQ(fib) es el número total de perfiles fibrilares contados dentro 
de las áreas de contaje; ΣP(tis) es el número de puntos que cayeron en el 
tejido; a/p es el área asociada con un punto del sistema test (en nuestro	  
estudio, a/p = 125 µm2).	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Imagen   con   escalas   de   sistema   test,   superpuestas   sobre   cortes 
histológicos.	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Estimación del volumen fibrilar medio.	  	  	  	  	  
La información tridimensional sobre el volumen fibrilar se obtuvo según el 
método propuesto por Gundersen and Jensen (1985) aplicando un sistema test 
compuesto de puntos asociados a líneas paralelas que se superpuso a las 
imágenes microscópicas. Las fibras a los que se superponen los puntos de 
sistema test son los que se consideran en la estimación del volumen; esta 
estimación  resulta  proporcional  al  propio  volumen  de  las  fibras,  dado  que 
cuanto mayor es éste mayor es la probabilidad de ser tenido en cuenta en el 
muestreo.	  
La  longitud  de  línea  (lo)  interceptada  por  los  núcleos  incluidos  en  el 
muestreo se midió usando el cursor del sistema de análisis de imagen.   La 
estimación del volumen fibrilar medio (fibras vv) se obtuvo del cálculo siguiente:	  	  
fibras vv  = lo3 · π/3.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Imagen de un corte muscular en la que se han superpuesto una plantilla 
de líneas test usada para la estimación de volumen nuclear medio.	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Estimación de la fracción de volumen y densidad de superficie.	  	  	  	  	  
Estos parámetros se obtuvieron usando un sistema test compuesto de 
cruces regularmente espaciados el cual se superpuso a las correspondientes 
imágenes microscópicas.	  
El cálculo es:	  	  
est VV(fib/tis) = ΣP(fibras) / ΣP(tis)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Imagen de un corte muscular en la que se han superpuesto una plantilla 
con cruces test usada en la estimación de la fracción de volumen y densidad de 
superficie.	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Obtención de plasma rico en plaquetas de los animales de 
experimentación.	  	  	  
Se realiza una punción venosa en una vena periférica de la oreja, se 
toman todas las medidas de asepsia necesarias en el lugar de la extracción 
obteniéndose un volumen de sangre entre 20 y 60cc.	  	  	  
Esta sangre es recogida en tubos con interior estéril utilizando el citrato 
sódico como anticoagulante. Estos tubos son centrifugados siguiendo la técnica 
de centrifugación PRGF. Es un sistema que permite la obtención de un  plasma 
rico en factores de crecimiento (PRGF) a partir de un volumen pequeño de 
sangre (desde 5 cc hasta la cantidad necesaria dependiendo del tamaño de la 
lesión a tratar).	  	  	  
Tras  la  centrifugación  se  obtiene  la  separación  de  los  diferentes 
contenidos de la sangre, con lo que se consigue concentrar las plaquetas en la 
zona  inmediatamente  superior  a  la  serie  roja  y  que  los  leucocitos  se 
sedimenten en una capa inmediatamente por encima de los hematíes; esto 
permite  que  un  operador  entrenado  pueda  recoger  el  PRGF  sin  ninguna 
contaminación de leucocitos.	  	  	  
La fracción plasmática se divide en tres fracciones, el volumen de estas 
puede variar en función del hematocrito de cada paciente:	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La Fracción 1(F1) contiene un número de plaquetas similar a la sangre 
periférica y se utiliza cuando es necesario para la preparación de un soporte de 
fibrina.	  	  	  
La fracción dos (F2) contiene un número mayor de plaquetas.	  	  	  	  	  
La fracción tres(F3) es la que contiene el Plasma rico en Plaquetas en las 
proporciones óptimas para su uso terapéutico.	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RESULTADOS	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
En el presente capítulo vamos a exponer los estudios realizados con las 
distintas metodologías aplicadas a los diferentes grupos de investigación.	  	  	  
Resultados morfológicos	  	  	  	  	  
Grupo Control	  	  	  	  	  
En el presente capítulo analizaremos la respuesta que ofrecen las fibras 
de   los   músculos   longissimus   lumbaris   y   dorsis   ante   las   reacciones 
histoquímicas aplicadas, con objeto de identificar las fibras musculares y las 
fibras  de  colágeno  del  endomisio.  Las  características  contráctiles  de  estas 
fibras  serán  descritas  en  base  a  la  metodologia  que  hemos  empleado. 
Previamente   a   los   estudios   enzimológicos   se   realiza   una   descripción 
morfológica  de  la  sección  completa  de  las  muestras  tomadas  en  ambos 
músculos,  basándonos  para  ello  en  la  técnica  histológica  rutinaria  de  la	  
hematoxilina-eosina   (H-E).   Seguidamente   se   realizará   una   descripción 
individual de cada uno de los músculos estudiados relativa a los datos de 
tamaños, expresados en micrómetros, y porcentajes estimados para cada una 
de las fibras evidenciadas. También expondremos algunas consideraciones	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generales  que  pueden  extraerse  del  estudio  morfométrico  practicado.  Y 
finalmente se realizan los estudios ultraestructurales de las fibras de ambos 
músculos desde el punto de vista normal y alterado.	  	  	  
Músculo longissimus lumbaris.	  	  	  	  	  
Con el microscopio óptico y las técnicas usuales de hematoxilina-eosina, 
se  evidencia  una  relación  íntima  entre  las  fibras  musculares  y  el  tejido 
conectivo de la vaina de Henle o endomisio, del perimisio y del epimisio, si bien 
todas estas envueltas son relativamente delgadas, por lo que se estructura 
como un músculo de valor cárnico. La fibra muscular muestra una longitud muy 
diversa dependiendo de su localización en el músculo, en tanto que tiene un	  
diámetro que oscila entre los 30 a 50 µm. Como es tradicional la fibra muscular 
es  una  célula  multinucleada,  disponiéndose  dichos  núcleos  en  posición 
periférica  y  su  material  contráctil  se  distribuye  longitudinalmente  en  las 
denominadas miofibrillas, con las estrías transversales muy evidentes, sobre 
todo las bandas A e I.	  	  	  
Con la técnica del tricrómico se detectó la capacidad de estructuración 
de las fibras musculares y de colágeno. Sin embargo existen determinadas 
zonas musculares donde dicha actividad se aprecia acentuada o disminuida. 
En las zonas periféricas de las muestras la mayoría de las fibras poseen un 
elevado  potencial  oxidativo,  pero  en  las  zonas  internas  existen  algunos 
fascículos integrados por fibras con una respuesta tintorial muy variable. De	  	  	  	  
60	  
	  	  
Resultados	  	  	  	  	  	  	  
esta forma apreciamos fibras teñidas intensamente, alta actividad oxidativa, 
fibras  de  tinción  moderada  o  intermedia,  moderada  capacidad  oxidativa,  y 
fibras con baja tinción, escasa actividad oxidativa.	  	  	  
Una   vez   analizados   los   resultados   de   las   diferentes   técnicas 
histoenzimológicas, se resalta la distribución de las diferentes fibras que hacen 
que  los  músculos  del  cerdo  tengan  una  estructuración  especial  que  la 
diferencian del resto de las especies domésticas. En esta distribución especial 
las fibras se disponen a modo de un mosaico donde las fibras tipo I se asocian 
en un número reducido, de dos a cuatro y se disponen en el centro de una de 
las  piezas  del  mosaico,  en  tanto  que  las  fibras  tipo  IIa,  que  son  más 
abundantes, rodean de forma homogénea a las fibras anteriores, y todo ello 
esta finalmente envuelto por las fibras tipo IIb que son muy numerosas y de 
gran tamaño.	  	  	  
En los estudios cuantitativos de estos músculos hemos encontrado la 
siguiente disposición de sus fibras:	  
Tipo I: 9,31 %; tipo IIa: 42,44 %; tipo IIb: 46,37 %.	  	  	  	  	  
Y  con  la  utilización  de  la  hematoxilina-eosina  la  morfometría  es  la 
siguiente:	  
Volumen:  428,23  µm3   (±41,56);  diámetro  máximo:  10,92  µm  (±0,38);	  	  
diámetro  mínimo:  6,36  µm  (±0.29);  diámetro  medio:  7,52  µm  (±0.32);	  	  
perímetro 28,92 µm (±3,12); FFEL: 0.852 (±0.03); FFPE: 0.864 (±0.02).	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VV(nucl/tis) (%): 0.8 (±0.6); SV(nucl/tis) (mm-1): 6,7  (±1,87); QA(nucl/tis) (mm- 
2): 581 (±76,45).	  	  	  	  
Con el microscopio electrónico las fibras musculares de ambos músculos 
se   estudian   en   conjunto,   ya   que   resulta   imposible   exponerlas   por 
subpoblaciones celulares. La ultraestructura que presentan es relativamente 
clásica, por lo que conjuntamente a sus componentes hemos profundizado en 
ciertos parámetros y componentes celulares. Los núcleos se disponen junto a 
la membrana plasmática, que a su vez se relaciona con un microambiente muy 
denso, con la existencia de invaginaciones que configuran los túbulos “T”. El 
elemento de mayor importancia son las miofibrillas, debido al interés que tienen 
los estudios comparativos, lo primero que se debe indicar es que estas fibrillas 
contráctiles se disponen paralelas unas a otras y distribuidas longitudinalmente 
por todo el volumen celular, y en ningún momento cambian de sentido. El	  
sarcómero tiene un tamaño que oscila entre los 3 a 5 µm, y se configura, como 
es tradicional, por las bandas periféricas de tropomiosina o banda “Z”, seguidas 
por dos mitades de las bandas “I” y su centro esta ocupado por la banda “A”, 
destacándose en su interior con toda nitidez las subunidades “H” y la banda “M” 
o mesofragma.	  	  	  
Relacionándose con las miofibrillas y en el ámbito de la transición A-I se 
identifica la triada con un amplio desarrollo del retículo sarcoplásmico en la 
banda A. Además existen abundantes mitocondrias entre las que se localiza 
gran cantidad de glucógeno.	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Músculo longissimus dorsis.	  	  	  	  	  
El estudio microscópico normal del músculo longissimus dorsis es muy 
similar al anterior, por lo que lo presentaremos de forma reducida y comparada 
al músculo longissimus lumbaris.	  	  	  
Con las técnicas para la detección de las enzimas mATPasa, con las 
preincubaciones alcalinas a un pH 10.3, se diferencian los tres tipos de fibras:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscuras, actividad mATPasa alcalino-estable.	  	  
-	   Fibras de tinción moderada o intermedia, actividad mATPasa alcalino-	  	  
estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa alcalino-lábil.	  	  
Con la preincubación ácida realizada a pH 4.6, también se identifican 
tres tipos de fibras:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscuras, actividad mATPasa ácido-estable.	  	  
-	   Fibras  de  tinción  moderada  o  intermedia,  actividad  mATPasa  ácido-	  	  
estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa ácido-lábil.	  	  
En tanto que con las preincubaciones ácidas a pH 4.3 sólo ha sido 
posible determinar dos tipos de fibras:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscuras, actividad mATPasa ácido-estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa ácido-lábil.	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Finalmente   el   comportamiento   con   la   Técnica   NADH-TR,   para 
comprobar la capacidad oxidativa de las fibras, se ha determinado que los tres 
tipos de fibras son: con alta actividad oxidativa, fibras teñidas intensamente; 
fibras de tinción moderada o intermedia, con moderada capacidad oxidativa; y 
fibras con baja tinción, con escasa actividad oxidativa.	  	  	  
En los estudios morfométricos realizados en este músculo el porcentaje 
de sus fibras es la siguiente:	  
Tipo I: 9,87 %; tipo IIa: 43,76 %; tipo IIb: 46,37 %.	  	  	  	  	  
Y  en  los  estudios  tradicionales  la  morfometría  de  los  diferentes 
parámetros se expone a continuación:	  
Volumen:  243,3  µm3	   (±34,34);  diámetro   máximo:  9,73  µm  (±0,41);	  	  
diámetro  mínimo:  6,31  µm  (±0.82);  diámetro  medio:  7,64  µm  (±0.61);	  	  
perímetro 28,34 µm (±4,73); FFEL: 0.845 (±0.05); FFPE: 0.853 (±0.05).	  	  
VV(nucl/tis) (%): 0.9 (±0.1); SV(nucl/tis) (mm-1): 7,1  (±2,15); QA(nucl/tis) (mm- 
2): 575  (±35,72).	  	  	  	  
La  morfología  al  microscopio  electrónico  es  muy  similar  a  la  que 
presenta el músculo anterior y también su constitución, que se estudia con las 
técnicas usuales de tinción al microscopio óptico.	  	  	  
El  análisis  de  las  secciones  seriadas  de  los  músculos  longissimus 
lumbaris y dorsis, lo realizamos tras identificar las fibras a través de una técnica	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y los correspondientes estudios comparativos con el resto de las diferentes 
técnicas que hemos realizado.	  
A la vista de los resultados obtenidos de las fibras de los dos músculos, 
apreciamos que desde el punto de vista histoquímico, están integrados por 
fibras  tipo  I,  actividad  mATPasa  alcalino-lábil,  y  ácido-estable,  y  con  alta 
capacidad oxidativa, y por dos tipos de fibras II: una con actividad mATPasa	  
alcalino-estable y ácido-lábil a pH 4.3; y otra con capacidad oxidativa variable, y 
que se diferencian entre sí, principalmente, por el grado de integridad tintorial 
que ofrecen frente a los pH alcalinos. Por esta razón pasamos a denominar a 
éstas como fibras II alcalino-intensas, fibras IIa, y las II alcalino-moderadas 
denominadas fibras IIb.	  	  	  	  	  	  
Grupo tratado con bisfenolA.	  	  	  	  	  
Músculo longissimus lumbaris.	  	  	  	  	  
Los  estudios  histoenzimológicos  realizados  en  este  grupo  se  han 
obtenido con las mismas técnicas que en los testigos. Las fibras tratadas en 
secciones  transversales,  con  las  técnicas  mATPasa  y  en  preincubaciones 
alcalinas son las siguientes fibras:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscura, actividad mATPasa alcalino-estable.	  	  
-	   Fibras de tinción moderada o intermedia, actividad mATPasa alcalino-	  	  
estable.	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-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa alcalino-lábil.	  	  
-	   Fibras alteradas de tinción inespecífica.	  	  
En las preincubaciones ácidas realizadas a pH 4.6, también se 
apreciaron distintos tipos de fibras:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscura, actividad mATPasa ácido-estable.	  	  
-	   Fibras de tinción moderada o intermedia, actividad mATPasa ácido-	  	  
estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa ácido-lábil.	  	  
-	   Fibras alteradas de tinción inespecífica.	  	  
Al aplicar las preincubaciones ácidas a pH 4.3 sólo se han identificado 
dos tipos de fibras, debido a que no se detecta las fibras con tinción moderada.	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscura, actividad ácido-estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa ácido-lábil.	  	  
-	   Fibras alteradas de tinción inespecífica.	  	  
Con la técnica NADH-TR hemos apreciado distintas fibras con relación a 
su capacidad oxidativa:	  
-	   Fibras teñidas intensamente, alta actividad oxidativa.	  	  
-	   Fibras de tinción moderada o intermedia, moderada capacidad oxidativa.	  	  
-	   Fibras con baja tinción, escasa actividad oxidativa.	  	  
-	   Fibras alteradas, son las que tienen una tinción irregular y no se pueden	  	  
clasificar como las anteriores.	  	  	  	  	  
También se resalta la distribución de las fibras en los músculos del 
cerdo, con las técnicas histoenzimológicas en este grupo. En esta disposición	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especial las fibras mantienen el mosaico celular, donde las fibras tipo I ocupan 
el centro de los diferentes componentes en un número reducido, de dos a 
cuatro fibras, en tanto que las fibras tipo IIa que son más abundantes rodean 
de  forma  homogénea  a  las  fibras  anteriores,  y  todo  ello  está  finalmente 
envuelto por las fibras tipo IIb , y lo que diferencia esta distribución con el grupo 
control es la presencia de las fibras alteradas que en ningún momento tienen 
una distribución concreta, todo lo contrario, se disponen en agrupaciones más 
o menos numerosas por todo el mosaico fibrilar.	  	  	  
En los estudios morfométricos, mediante las técnicas de la mATPasa, 
hemos   encontrado   los   siguientes   valores   porcentuales   en   el   músculo	  
longissimus lumbaris:	  	  
Tipo  I:  7,56  %;  tipo  IIa:  34,87  %;  tipo  IIb:  42,65  %;  fibras 
alteradas: 14,92 %.	  	  	  
Y con la técnica de la hematoxilina-eosina hemos obtenido los valores 
para los diferentes parámetros morfológicos:	  
Volumen:  434,66  µm3   (±43,34);  diámetro  máximo:  17,90  µm  (±0,31);	  	  
diámetro  mínimo:  8,74  µm  (±0.32);  diámetro  medio:  12,54  µm  (±0.27);	  	  
perímetro 43,12 µm (±4,89); FFEL: 0.882 (±0.04); FFPE: 0.871 (±0.09).	  	  
VV(nucl/tis) (%): 2,4 (±0.1); SV(nucl/tis) (mm-1): 15,4  (±4,25); QA(nucl/tis)	  	  
(mm-2): 1371  (±23,54).	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Músculo Longissimus dorsis	  	  	  	  	  
Los estudios morfológicos realizados son similares a los del músculo	  	  
longissimus lumbaris, con las modificaciones porcentuales que a continuación 
se señalan:	  
Tipo  I:  8,69  %;  tipo  IIa:  33,32  %;  tipo  IIb:  42,31  %;  fibras 
alteradas: 15,68 %.	  	  	  
Y en relación a los parámetros generales se han obtenido los que ha 
continuación se reflejan:	  
Volumen:  452,79  µm3   (±86,34);  diámetro  máximo:  18,65  µm  (±0,92);	  	  
diámetro  mínimo:  9,34  µm  (±0.65);  diámetro  medio:  12,34  µm  (±0.43);	  	  
perímetro 42,43 µm (±5,90); FFEL: 0.871 (±0.01); FFPE: 0.862 (±0.04).	  	  
VV(nucl/tis) (%): 0.8 (±0.2); SV(nucl/tis) (mm-1): 21,5  (±5,23); QA(nucl/tis)	  	  	  	  	  	  	  	  
Descripciones patológicas	  	  	  	  	  
Los   estudios   morfológicos   usuales   de   las   fibras   musculares,   al 
microscopio  óptico  y  con  la  técnica  de  hematoxilina-eosina,  presentan 
modificaciones bastantes significativas,  que como son muy similares en ambos 
músculos estudiados las describiremos conjuntamente.	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En primer hemos encontrado un pleomorfismo fibrilar muy marcado, y 
una disminución evidente del tejido graso, como corresponde a los tratamiento 
con clembuterol, e igualmente a la pérdida de tejido conectivo endomisial. 
Dentro del pleomorfismo marcado se destaca una hipertrofia fibrilar destacada, 
existiendo también algunas fibras de tamaño más pequeño, destacándose la 
pérdida del factor de forma, que indica la pérdida de la esfericidad de las fibras 
de este grupo comparativamente con el grupo control.	  	  	  
La  hipertrofia  fibrilar  esta  acompañada  por  modificaciones  de  sus 
componentes. En primer lugar existen alteraciones del núcleo, si bien las fibras 
musculares son multinucleadas y de disposición periférica, en los tratamientos 
con el clembuterol aumenta sensiblemente él número de sus núcleos y además 
gran cantidad de estos componentes se “centralizan”, es decir pierden su 
localización y se disponen hacia el centro del sarcoplasma. Sin duda alguna la	  
alteración principal que producen los β-agonistas en las fibras musculares es 
una hipertrofia celular, que tanto en cortes transversales como longitudinales 
muestran un aumento muy marcado del sarcoplasma y las miofibrillas. En los 
cortes usuales el material contráctil, a la vez que se aumenta en número, 
pierde su distribución longitudinal, alterándose gravemente el material contráctil 
debido a una perdida de la relación del CONTENIDO-CONTINENTE. Dentro de 
estas alteraciones en primer lugar se detecta un aumento desmesurado de las 
miofibrillas pero mantiene su disposición inicial, en cambio en gran número de 
casos  este  aumento  miofibrilar  al  no  ir  acompañado  de  distensiones  del 
sarcolema, cambia la distribución de las miofibrillas, disponiéndose las bandas	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del  material  contráctil  a  modo  de  estratos  concéntricos,  denominándose 
degeneración en “huella dactilar”. Dentro de la hipertrofia fibrilar se desarrollan 
unos canales internos a los que se les adosan los núcleos, denominándose 
“canalización de las fibras”. Como indicamos en ambos músculos se producen 
dichas alteraciones, si bien están más marcadas en el longissimus lumbaris.	  	  	  
En los estudios realizados con el microscopio electrónico, en ambos 
músculos se presentan las mismas modificaciones por lo que las estudiaremos 
conjuntamente. La alteración que define la acción del clembuterol sobre las 
fibras musculares estriadas es la hipertrofia celular, modificación que hemos 
encontrado como lesión principal en nuestra experiencia. La hipertrofia que 
hemos analizado consiste en un aumento general de todos los componentes de 
las fibras musculares. Con relación a los núcleos, debido al escaso grosor de 
los cortes, normalmente sólo se pueden detectar pocos de ellos, por lo que en 
esta  microscopía  no  se  puede  describir  el  aumento  en  el  número  de  los 
núcleos, pero en cambio si se ha podido comprobar la centralización de los 
mismos, imagen que es muy frecuente.	  	  	  
Dentro de la hipertrofia muscular los componentes que más destacan 
son las miofibrillas. La hipertrofia de estas fibras se debe fundamentalmente a 
un   aumento   de   los   componentes   contráctiles.   Son   numerosísimas   las 
miofibrillas  que  se  presentan,  con  dos  posibilidades:  en  primer  lugar  se 
mantiene el ordenamiento de las estrías transversales, con las bandas “A” e “I ” 
coordinadas;  y  en  segundo  lugar  se  desorganizan  entre  sí  las  diferentes	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miofibrillas,  por  lo  que  las  diferentes  bandas  transversales  no  guardan  el 
paralelismos normal. Debido al aumento de los componentes contráctiles se 
desequilibra la relación entre el continente y el contenido por lo que existen 
repliegues de las miofibrillas. Estas alteraciones pueden ser: unifibrilar, en la 
que de forma periférica una miofibrilla, perfectamente organizada, se dispone a 
modo de anillo envolvente con un cambio en el sentido de la contracción, 
denominada “degeneración en anillo”, y también multifibrilar, que cambiando en 
su totalidad el sentido de su disposición y se distribuye a modo de estratos 
concéntricos, denominada “degeneración en huella dactilar”.	  	  	  
Acompañando  el  aumento  de  las  miofibrillas  existe  un  aumento 
manifiesto   de   mitocondrias,   aunque   se   modifica   su   distribución.   Las 
mitocondrias  pierden  su  relación  con  las  estrías  de  las  miofibrillas  y  se 
disponen en grandes acúmulos. Otros componentes que se alteran son el 
retículo sarcoplásmico y los túbulos “T”, aunque mantienen la relación entre 
estos elementos para formar las “triadas” que se localizan de forma imprecisa 
entre las diferentes bandas.	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Grupo tratados con bisfenolA y su posterior retirada.	  	  	  	  	  
El presente grupo estudio muestra modificaciones similares al grupo 
tratado  con  bisfenolA,  pero  se  acentúan  dichas  alteraciones  merced  a  la 
existencia  de  un  edema  generalizado.  Los  estudios  histoenzimológicos  de 
ambos músculos son muy similares por lo que los trataremos conjuntamente, si 
bien existe cierto grado diferencial en los estudios morfométricos, por lo que los 
expondremos separados.	  	  	  
Con  la  técnica  para  la  detección  de  las  enzimas  mATPasa,  en  las 
preincubaciones alcalinas a pH 10.3, se nos ha permitido diferenciar tres tipo 
de fibras:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscura, actividad mATPasa alcalino-estable.	  	  
-	   Fibras de tinción moderada o intermedia, actividad mATPasa alcalino	  	  
estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa alcalino-lábil.	  	  
-	   Fibras alteradas o de reacción irregular.	  	  
En las preincubaciones ácidas realizadas a pH 4.6, también se nos ha 
permitido reconocer tres tipos de fibras:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscuras, actividad mATPasa ácido- estable.	  	  
-	   Fibras de tinción moderada o intermedia, actividad mATPasa ácida-	  	  
estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa ácido-lábil.	  	  
-	   Fibras alteradas de tinción inespecífica.	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Cuando aplicamos las preincubaciones ácidas a pH 4.3 sólo fue posible 
reconocer dos tipos de fibras, ya que las observadas anteriormente con tinción 
moderada pierden ahora su intensidad tintorial:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscura, actividad m ATPasa ácido-estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa ácido-lábil.	  	  
-	   Fibras alteradas de tinción inespecífica.	  	  
Con las técnicas de capacidad oxidativa de NADH-TR, identificamos tres 
tipos de fibras:	  
-	   Fibras teñidas intensamente, alta actividad oxidativa.	  	  
-	   Fibras teñidas tenuemente, moderada capacidad oxidativa.	  	  
-	   Fibras con baja tinción, escasa actividad oxidativa.	  	  	  	  	  
Como hemos apreciado en los grupos anteriores analizados con las 
diferentes técnicas histoenzimológicas, en este grupo también se mantiene la 
disposición fibrilar en mosaico, en donde las fibras tipo I se asocian en un 
numero reducido, de dos a cuatro y se disponen en el centro de una de las 
piezas del mosaico, las fibras tipo IIa y IIb se encuentran rodeando a las 
anteriores, y de forma similar al grupo anterior se destaca la presencia de 
nichos aislados de fibras alteradas, pero la imagen que presenta los músculos 
de este grupo y que lo diferencia de los anteriores, es la presencia de un 
edema generalizado.	  	  	  
Los resultados morfométricos del músculo longissimus lumbaris han sido 
los siguientes:	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Tipo  I:  7,34  %;  tipo  IIa:  36,21  %;  tipo  IIb:  40,48  %;  fibras 
alteradas: 19,76 %.	  	  	  
En  tanto  que  los  datos  que  hemos  obtenido  de  los  estudios  con	  	  
hematoxilina-eosina son los siguientes:	  	  
Volumen:  482,54  µm3   (±34,89);  diámetro  máximo:  19,54  µm  (±0,39);	  	  
diámetro  mínimo:  9,67  µm  (±0.39);  diámetro  medio:  14,22  µm  (±0.42);	  	  
perímetro 45,76 µm (±9,57); FFEL: 0.882 (±0.02); FFPE: 0.873 (±0.03).	  	  
VV(nucl/tis) (%): 2,9 (±0.8); SV(nucl/tis) (mm-1): 14,8  (±8,93); QA(nucl/tis)	  	  
(mm-2): 1402 (±83,45).	  	  	  	  	  
Músculo Longissimus dorsis	  	  	  	  	  
El músculo dorsis, presenta la siguiente distribución porcentual de sus 
fibras:	  
Tipo I: 8,12 %; tipo IIa: 35,34 %; tipo IIb: 42,33 %; fibras alteradas:	  	  
14,21 %	  	  	  	  	  
Las medidas generales de las fibras de este músculo son las siguientes:	  	  
Volumen:  492,45  µm3   (±26,54);  diámetro  máximo:  19,71  µm  (±0,40);	  	  
diámetro  mínimo:  9,91  µm  (±0.38);  diámetro  medio:  13,86  µm  (±0.39);	  	  
perímetro 53,44 µm (±3,76); FFEL: 0.878 (±0.07); FFPE: 0.869 (±0.09).	  	  
VV(nucl/tis) (%): 4,1 (±0.4); SV(nucl/tis) (mm-1): 19,3  (±2,39); QA(nucl/tis)	  	  
(mm-2): 1423 (1,67).	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También las modificaciones de los componentes son similares en las 
fibras de ambos músculos, por lo que lo expondremos conjuntamente.	  	  	  
Al microscopio óptico las fibras muestran un pleomorfismo muy marcado, 
una  hipertrofia  manifiesta,  con  imágenes  de  centralización  de  los  núcleos, 
pérdida de estrías y homogenización, y sobre todo degeneraciones en “huella 
dactilar” y canalizaciones del sarcoplasma. Sin duda lo que más se destaca y 
es específico de este grupo de experimentación, es la presencia de un edema 
generalizado o anasarca. Este edema se manifiesta por una separación entre 
fibras, y el tejido intersticial del endomisio ha perdido su textura normal y está 
claro y homogenizado.	  	  	  
En  los  estudios  al  microscopio  electrónico,  las  fibras  musculares 
muestran   modificaciones   cifradas   fundamentalmente   en   un   aumento   y 
centralización de los núcleos y sobre todo en un aumento desmesurado de las 
miofibrillas, que terminan con desorganización interna de estos miofilamentos 
estudiados en el grupo tratado con clembuterol. Específicamente se detecta un 
edema generalizado, apreciándose en el interior de las fibras dilataciones de 
los túbulos “T” y del retículo endoplásmico, y en el intersticio conectivo se 
evidencian  amplias  zonas  muy  claras  con  pérdida  de  estructura  de  los 
componentes conectivos.	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Grupo bisfenolA y plaquetas.	  	  	  	  	  
Los dos músculos que configuran este grupo, muestran unos resultados 
muy similares al grupo control y prácticamente son similares entre sí.	  	  	  
Músculo longissimus lumbaris.	  	  	  	  	  
En este músculo existe una proporción normal entre el tejido muscular y 
el   tejido   conectivo.   La   fibra   muscular   se   manifiesta   como   una   fibra 
multinucleada,  de  núcleos  periféricos,  y  las  fibrillas  se  organizan  con  las 
bandas normales A e I.	  	  	  
Con la técnica del tricrómico confirmamos una relación evidente entre 
todos sus componentes.	  	  	  
Una   vez   analizados   los   resultados   de   las   diferentes   técnicas 
histoenzimológicas: resalta la distribución de las diferentes fibras que hacen 
que  los  músculos  del  cerdo  tengan  una  estructuración  especial  que  la 
diferencian del resto de las especies domésticas. En esta distribución especial 
las fibras se disponen a modo de un mosaico en donde las fibras tipo I se 
asocian en un numero reducido, de dos a cuatro y se disponen en el centro de 
una de las piezas del mosaico, en tanto que las fibras tipo IIa que son más 
abundantes rodean de forma homogénea a las fibras anteriores, y todo ello	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esta finalmente envuelto por las fibras tipo IIb que son muy numerosas y de 
gran tamaño.	  	  	  
En los estudios cuantitativos de estos músculos hemos encontrado la 
siguiente disposición de sus fibras:	  
Tipo I: 9,71 %; tipo IIa: 42,14 %; tipo IIb: 46,21 %.	  	  	  	  	  
Y  con  la  utilización  de  la  hematoxilina-eosina  la  morfometría  es  la 
siguiente:	  
Volumen:  427,54  µm3   (±41,51);  diámetro  máximo:  10,12  µm  (±0,41);	  	  
diámetro  mínimo:  6,11  µm  (±0.21);  diámetro  medio:  7,76  µm  (±0.13);	  	  
perímetro 28,15 µm (±3,21); FFEL: 0.856 (±0.05); FFPE: 0.862 (±0.06).	  	  
VV(nucl/tis) (%): 0.8 (±0.5); SV(nucl/tis) (mm-1): 6,6  (±1,81); QA(nucl/tis) (mm- 
2): 583  (±76,31).	  	  	  	  
Con el microscopio electrónico las fibras musculares de ambos músculos 
se   estudian   en   conjunto,   ya   que   resulta   imposible   exponerlas   por 
subpoblaciones celulares. La ultraestructura que presentan es relativamente 
clásica, por lo que conjuntamente a sus componentes hemos profundizado en 
ciertos parámetros y componentes celulares. Los núcleos se disponen junto a 
la membrana plasmática que a su vez se relaciona con un microambiente muy 
denso, con la existencia de invaginaciones que configuran los túbulos “T”. El 
elemento de mayor importancia son las miofibrillas, debido al interés que tienen 
los estudios comparativos, lo primero que se debe indicar es que estas fibrillas	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contráctiles se disponen paralelas unas a otras y distribuidas longitudinalmente 
por todo el volumen celular, y en ningún momento cambian de sentido. El	  
sarcómero tiene un tamaño que oscila entre los 3 a 5 µm, y se configura, como 
es tradicional, por las bandas periféricas de tropomiosina o banda “Z”, seguidas 
por dos mitades de las bandas “I” y su centro esta ocupado por la banda “A”, 
destacándose en su interior con toda nitidez las subunidades “H” y la banda “M” 
o mesofragma.	  	  	  
En  este  grupo  tratado  con  factores  de  crecimiento  plaquetario,  a 
microscopio óptico se destaca nichos de células pequeñas multinucleadas, que 
se identifican con células satélites o mioblastos. Su ultraestrucutura muestra 
unas células de bordes irregulares que incluso es difícil identificar sus bordes, 
destacándose la presencia de numerosos núcleos y los que es más importante 
material contráctil de miosina y actina, formando miofibrillas.	  	  	  
Relacionándose con las miofibrillas y en el ámbito de la transición A-I se 
identifica la triada con un amplio desarrollo del retículo sarcoplásmico en la 
banda A. Además existen abundantes mitocondrias entre las que se localiza 
gran cantidad de glucógeno.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
78	  
	  	  
Resultados	  	  	  	  	  	  	  
Músculo longissimus dorsis	  	  	  	  	  
El estudio microscópico normal del músculo semitendinossus dorsi es 
muy  similar  al  anterior,  por  lo  que  lo  presentaremos  de  forma  reducida  y 
comparada al músculo longissimus lumbaris.	  	  	  
Con las técnicas para la detección de las enzimas mATPasa, con las 
preincubaciones alcalinas a un pH 10.3, se diferencian los tres tipos de fibras:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscuras, actividad mATPasa alcalino-estable.	  	  
-	   Fibras de tinción moderada o intermedia, actividad mATPasa alcalino-	  	  
estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa alcalino-lábil.	  	  
Con la preincubación ácida realizada a pH 4.6, también se identifican 
tres tipos de fibras:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscuras, actividad mATPasa ácido-estable.	  	  
-	   Fibras de tinción moderada o intermedia, actividad mATPasa ácido-	  	  
estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa ácido-lábil.	  	  
En tanto que con las preincubaciones ácidas a pH 4.3 sólo ha sido 
posible determinar dos tipos de fibras:	  
-	   Fibras de tinción intensa, oscuras, actividad mATPasa ácido-estable.	  	  
-	   Fibras de tinción clara, actividad mATPasa ácido-lábil.	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Finalmente   el   comportamiento   con   la   Técnica   NADH-TR,   para 
comprobar la capacidad oxidativa de las fibras, se ha determinado que los tres 
tipos de fibras son: con alta actividad oxidativa, fibras teñidas intensamente; 
fibras de tinción moderada o intermedia, con moderada capacidad oxidativa; y 
fibras con baja tinción, con escasa actividad oxidativa.	  	  	  
En los estudios morfométricos realizados en este músculo el porcentaje 
de sus fibras es la siguiente:	  
Tipo I: 9,76 %; tipo IIa: 43,92 %; tipo IIb: 46,51 %.	  	  	  	  	  
Y  en  los  estudios  tradicionales  la  morfometría  de  los  diferentes 
parámetros se expone a continuación:	  
Volumen:  242,4  µm3	   (±34,46);  diámetro   máximo:  9,65  µm  (±0,42);	  	  
diámetro  mínimo:  6,23  µm  (±0.81);  diámetro  medio:  7,38  µm  (±0.64);	  	  
perímetro 28,26 µm (±4,64); FFEL: 0.851 (±0.03); FFPE: 0.859 (±0.02).	  	  
VV(nucl/tis) (%): 0.9 (±0.3); SV(nucl/tis) (mm-1): 7,1  (±2,26); QA(nucl/tis) (mm- 
2): 578  (±35,69).	  	  	  	  
La  morfología  al  microscopio  electrónico  es  muy  similar  a  la  que 
presenta el músculo anterior y también su constitución, que se estudia con las 
técnicas usuales de tinción al microscopio óptico.	  	  	  
En  este  músculo  al  microscopio  óptico  y  electrónico  se  destaca  la 
presencia de mioblastos activados, entre el endomisio y las fibras musculares	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con  unas  características  morfológicas  similares  al  músculo  anteriormente 
estudiado.	  	  	  
El  análisis  de  las  secciones  seriadas  de  los  músculos  longissimus 
lumbaris y dorsis, lo realizamos tras identificar las fibras a través de una técnica 
y los correspondientes estudios comparativos con el resto de las diferentes 
técnicas que hemos realizado.	  	  	  
A la vista de los resultados obtenidos de las fibras de los dos músculos, 
apreciamos que desde el punto de vista histoquímico, están integrados por 
fibras  tipo  I,  actividad  mATPasa  alcalino-lábil,  y  ácido-estable,  y  con  alta 
capacidad oxidativa, y por dos tipos de fibras II: una con actividad mATPasa	  
alcalino-estable y ácido-lábil a pH 4.3; y otra con capacidad oxidativa variable, y 
que se diferencian entre sí, principalmente, por el grado de integridad tintorial 
que ofrecen frente a los pH alcalinos. Por esta razón pasamos a denominar a 
éstas como fibras II alcalino-intensas, fibras IIa, y las II alcalino-moderadas 
denominadas fibras IIb.	  	  	  
En ambos músculos se destaca la presencia de mioblastos activados. 
Esta activación se inicia por un aumento de las células satélites, seguidas por 
una hipertrofia, debido al aumento en el número de núcleos y aparición de 
miofibrillas.  Estas  células  se  incorporan  posteriormente  al  resto  de  fibras, 
mediante pequeños fascículos de fibras de colágeno fasciculares.	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3	   4	  	  	  
Fig. 1. Corte longitudinal del músculo longissimus lumbaris sin 
alteración.	  
Fig. 2. Corte transversal del longissimus lumbaris. Que muestra las 
fibras blancas y rojas.	  
Fig. 3. Corte transversal del longissimus lumbaris. Que muestra 
gran uniformidad de fibras.	  
Fig. 4. Corte transversal del músculo semitendinossus con 
pleomorfismo.	  
Grupo control. Barra = 20 µm.	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6	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Fig  5.  Detalle  de  fibra  muscular  longitudinal  destacándose  las 
diferentes bandas.	  	  
Fig 6. Detalle de corte transversal apreciándose los miofilamentos 
de actina y miosina	  
Fig 7.  Detalle de retículo sarcoplásmico. 
Grupo control. Barra = 10 µm.	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10	   11	  	  	  	  
Figs 8 y 9. Técnica NADH-TR músculos longissimus lumbaris y 
semitendinossus.  Distribución  de  las  fibras  por  su  capacidad 
oxidativa.	  
Figs  10  y  11.  Técnica  mATPasa  acida  músculos  longissimus 
lumbaris  y  semitendinossus.  Se  identifica  la  disposición  de  las 
fibras a modo de rosetas.	  
Grupo Control. Barra 20 µm.	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14	   15	  	  	  
Fig. 12. Longissimus lumbaris. Hipertrofia y edema de las fibras. 
Fig. 13. Senitendinossus. Degeneración turbia de las fibras.	  
Fig. 14. Longissimus lumbaris. Hipertrofia y centralización de los 
núcleos de las fibras.	  
Fig. 15. Semitendinossus. Hipertrofia y canalizaciones de las fibras. 
Grupo clenbuterol. Barra = 20 µm.	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Figs. 16 y 17. Longissimus lumbaris. Disposición de las bandas en 
estratificaciones concéntricas o “degeneración en huella dactilar”.	  
Fig. 18. Longissimus lumbaris.Se aprecia una miofibrolisis.	  
Fig,   19.   Semitendinossus.   Degeneración   en   cúpula   de   los 
miofilamentos.	  
Grupo clenbuterol. Barra = 10 µm.	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Fig. 20. Longissimus lumbaris. Hipertrofia de los miofilamentos.	  
Fig. 21. Semitendinossus. Hipertrofia en anillo de los miofilamentos. 
Fig. 22. Longissimus lumbaris. Desorganización de los 
componentes membranosos y miofibrilares.	  
Fig. 23. Semitendinossus. Presencia de citolisosomas. 
Grupo clenbuterol. Barra = 10 µm.	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Figs. 24 y 25. Longissimus lumbaris y semitendinossus. Técnica del	  
NADH-TR. Se destaca la pérdida de la capacidad oxidativa de las 
fibras.	  
Figs. 26 y 27. Longissimus lumbaris y semitendinossus. Técnica de 
la mATPasa ácida. Se destaca la pérdida de la distribución en 
mosaico de las fibras y el aumento de los componentes patológicos. 
Grupo clenbuterol. Barra = 20 µm.	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Figs 28 y 29. Detalle de músculo con marcado pleomorfismo fibrilar y 
abundante edema.	  
Fig. 30. Detalle de fibras musculares con degeneraciones en huella 
dactilar y Zenkeriana.	  
Fig. 31. Detalle de fibra muscular con centralización de sus núcleos. 
Grupo clembuterol y dexametasona. Barra = 20 µm.	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Fig. 32. Detalle de hipertrofia de fibras por aumento y desorganización 
de las miofibrillas.	  
Fig. 33. Detalle de existencia de líquidos en el sarcoplasma. 
Fig. 34. Detalle de edema intersticial.	  
Fig. 35. Detalle de coagulación de las miofibrillas, degeneración 
Zenkeriana.	  
Grupo clembuterol y dexametasona. Barra = 10 µm.	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   39	  	  
Figs. 36 y 37. Técnica NADH-TR. Se destaca la pérdida de su 
capacidad	  
oxidativa en ambos músculos.	  
Figs. 38 y 39. Técnica mATPasa ácida. Se aprecia las modificaciones 
de la reacción de las diferentes fibras en ambos músculos y la pérdida 
de su normal distribución.	  
Grupo clembuterol y dexametasona. Barra = 20 µm.	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Fig 40. Detalle de fibra muscular longitudinal destacándose las 
diferentes bandas. Barra = 20 µm.	  
Fig 41. Detalle de las miofibrillas recuperadas y aumento de las 
fibras  fibras de colágeno del endomisio. Barra = 20 µm.	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Figs. 42 y 43. Mioblastos activados. Barra = 20 µm.	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Fig 44, 45 y gráfica. Fibras de colágeno grupo control. Barra = 20	  
µm.	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Fig 46, 47 y gráfica. Fibras de colágeno grupo bisfenolA. Barra = 20	  
µm.	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Fig 48, 49 y gráfica. Fibras de colágeno grupo bisfenolA R. 
Barra = 20 µm.	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Fig 50, 51 y gráfica. Fibras de colágeno grupo bisfenolA-P. Barra = 
20 µm.	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Breakdown Table of Descriptive Statistics 
N=80 (No missing data in dep. var. list)	   (Spreadsheet2.sta)	   	  
Group	   n CS 
Means	   n CS N	   n CS	  Std.Dev.	   DM CS Means	   DM CS N	   DM CS	  Std.Dev.	   DM Fibras Means	   DM Fibras N	   DM Fibras	  Std.Dev.	  
Control	   19,02500	   20	   1,09394	   58,84450	   20	   5,00315	   72,76100	   20	   7,811617	  
1º	   32,29750	   20	   45,51204	   58,54650	   20	   4,56573	   69,93350	   20	   7,159983	  
2º	   23,36500	   20	   30,52606	   56,25150	   20	   5,32891	   65,97150	   20	   6,769257	  
3º	   26,33500	   20	   1,81522	   79,01200	   20	   9,21406	   75,27350	   20	   5,546522	  
All Grps	   25,25563	   80	   27,33034	   63,16363	   80	   11,13935	   70,98488	   80	   7,584395	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Categ. Box & Whisker Plot: n CS	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DISCUSIÓN	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Consideraciones Generales	  	  	  	  	  
En  el  presente  trabajo  de  investigación,  pretendemos  analizar  las 
lesiones  que  se  producen  y  su  recuperación  en  los  músculos  longissimus 
lumbaris  y  el  dorsis  de  cerdos  tratados  con  anabolizantes,  bisfenolA,  de 
acuerdo con los trabajos de Casademont, et al., (2011).	  	  	  
Con el uso del bisfenolA, hemos conseguido establecer un modelo de 
necrosis y degeneración de las fibras musculares, que sirva de partida de 
tratamientos para su recuperación por activación de los mioblastos y de las 
propias fibras musculares.	  	  	  
Como planteamiento general, en este capítulo de discusión de nuestras 
investigaciones,  queremos  significar  que  nuestro  trabajo  ha  consistido  en 
conocer los beneficios y también las alteraciones que sufren los músculos, en 
concreto   el   longissimus   lumbaris   y   el   dorsis,   mediante   parámetros 
microscópicos tanto normales como modificados, con el uso del bisfenolA y en 
casos de factores de crecimiento plaquetarios, como plantea Herrera, et al., 
(2001). Para nosotros el motivo fundamental que nos ha llevado a realizar este	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trabajo  es  conocer  los  fenómenos  íntimos  que  acontecen  sobre  las  fibras 
musculares para facilitar la comprensión de los resultados que posteriormente 
se pueden obtener del estudio de degeneraciones musculares.	  	  	  
Desarrollaremos el análisis de los hallazgos siguiendo el mismo orden 
establecido en los resultados; en primer lugar realizaremos un estudio de todas 
las modificaciones manifestadas en los músculos longissimus lumbaris y  dorsis	  
de cerdos minipig tratados con bisfenolA, en segundo lugar analizaremos las 
lesiones  morfológicas  que  presentan  en  dichos  músculos,  y  finalmente 
realizaremos un estudio comparativo del cuadro lesional en los animales de los 
grupos de experimentación ( Herrera, et al., 2001)..	  	  	  
Los disruptores, para Casademont, et al., (1996), son sustancias que 
se les administran a los animales de abasto en el proceso de engorde para 
mejorar determinados parámetros zootécnicos. A comienzos de los años 70 se 
usaron unas sustancias llamadas tiuracilos que producían una grave lesión en 
la glándula tiroides, como comprobó Blanco, et al., (1980), con los que se 
instalaba en el tejido conectivo un edema generalizado o anasarca y la canal 
tenía un componente importante de agua como consecuencia de dicho edema; 
resultados que se repiten en los tratamientos con dexametasona. Además nos 
encontramos con carnes repelentes por degeneraciones secundarias y como 
consecuencia de ello se ponía a disposición de los consumidores agua por 
carne. A partir de los años 80, son las hormonas anabolizantes las usadas 
como finalizadores, las cuales presentan, junto a un aumento del peso de la	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masa muscular, efectos cancerígenos, como estudia Blanco, et al, (1986), lo 
que supone un grave riesgo para la salud del consumidor, lesiones que hemos 
reproducido con el uso de los β-agonistas en la alimentación de los cerdos. 
Estas sustancias se han estado utilizando a mediados de los años 90 como 
sustancias  finalizadoras,  y  dentro  de  los  diruptores  está  el  bisfenolA  a  la 
cabeza de estos tóxicos. La bondad zootécnica de estos fármacos radica en 
producir  un  aumento  del  tamaño  de  las  fibras  musculares  junto  a  una 
disminución de la grasa en general. Para Herrera, et al.,( 2001), el uso de estas 
sustancias modifican gravemente el timo, la hipófisis y el testículo e indica 
posibles  alteraciones  en  los  músculos,  siendo  éste  el  principal  objetivo  de 
nuestro trabajo: que se nos permita conocer el mecanismo íntimo de lo que 
acontece en el uso de estos finalizadores.	  	  	  
La administración del bisfenolA para llevar a los animales a pesos 
idóneos zootécnicos es muy positiva, como hemos podido comprobar en el 
peso comparativo de los músculos longissimus lumbaris y dorsis entre el grupo 
control y el tratado con bisfenoles, con unas ganancias de alrededor del 20% 
en  el  músculo  longissimus  lumbaris,  y  alrededor  de  un  25%  en  el  dorsis	  
(Latorre, et al., 1993). También hemos de destacar que en estos animales, si 
bien la canal aumenta de peso en comparación con el grupo control, el peso de 
los dos músculos prácticamente se mantiene, lo que indica que el aumento del 
peso total de los animales tratados se debe en gran parte al peso del agua 
retenida por el animal y que produce el anarsarca (Matheus, et al., 1997).	  	  	  	  	  	  	  
102	  
	  	  
Discusión	  	  	  	  	  	  	  
Tipos de fibras: aspectos metodológicos, nomenclatura y 
consideraciones funcionales.	  	  	  	  
Grupo Control. GC.	  	  	  	  	  
La descripción de las fibras musculares a modo de mosaico descrita 
por  Mallinson,  et  al.,  (1995),  en  músculos  del  cerdo  como  característica 
diferencial  con  otras  especies  animales,  las  hemos  apreciado  tanto  el  los 
músculos  longissimus  lumbaris  y  dorsis,  dónde  las  zonas  centrales  están 
ocupadas por varias fibras de tipo I, rodeadas a su vez por fibras del tipo IIa y 
en la zona más externa se localizan en las fibras tipo IIb, como constitución 
normal y su distribución de las fibras en ambos músculos. Aunque dicho autor 
describe con las técnicas las fibras tipo IIb, como tipo IIb y IIx. En tanto que en 
nuestras investigaciones con la técnica de la mATPasa describimos, tanto para 
los músculos normales como para los alterados en los diferentes tratamientos 
sólo las fibras tipo IIa y IIb.	  	  	  
Las técnicas que revelan la actividad de la enzima adenosin trifosfatasa 
miosínica  (mATPasa)  en  secciones  transversales  del  músculo  esquelético, 
constituyen una herramienta muy eficaz a la hora de identificar los principales 
tipos de fibras de los mamíferos domésticos, Gil, et al., (2001). Clásicamente 
en los músculos de los miembros y del dorso, se han venido diferenciando tres 
tipos de miocitos, denominados comúnmente como fibras tipo I, IIa, IIb, y como 
describe Garcia et al. (2002) un cuarto tipo llamado IIx, por lo que hemos	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utilizado dicha tecnología para la clasificación de los tipos de fibras. Desde el 
punto  de  visto  zootécnico  al  aplicar  las  técnicas  mATPasa,  referidas  por 
Latorre,  et  al.,  (1993),  sobre  las  secciones  transversales  seriadas  de  los 
músculos longissimus lumbaris y dorsis, hemos podido comprobar que existen 
tres tipos de fibras principales: una de ellas corresponde con la clásica fibra de 
contracción  lenta  tipo  I,  mientras  que  las  otras  dos  restantes  son  tipos  o 
subtipos de fibras rápidas II. Dicha identificación ha sido más clara cuando se 
utilizan las preincubaciones a pH 10.3-10.4, como ya señalara Latorre, et al., 
(1990), pues a preincubaciones ácidas a pH 4.6 la diferenciación ha resultado 
dificultosa, como señalara Martínez Galisteo et al. (1994). Hemos denominado 
a  estos  subtipos  como  fibras  IIa  y  IIb  ya  que  no  podemos  hacerlas 
corresponder con las tipo IIA y IIX, descritas por Latorre, et al., (1993) en el 
cerdo. Así, de acuerdo con los criterios dados por diferentes autores, las fibras 
tipo IIa deberían corresponder con las fibras tipo IIA, mientras que las del tipo II	  
alcalino-moderadas se corresponderían con las del tipo IIb propias del cerdo. 
Sin  embargo  en  las  preincubaciones  ácidas  a  pH  4.6,  el  comportamiento 
tintorial de estos tipos de fibras es inverso a lo que sucede en la musculatura 
de los cerdos: las fibras alcalino-intensas son también ácido-estables, como 
sucede en las fibras IIb y en las alcalino-moderadas, y ácido-estables, como 
ocurre  en  las  fibras  IIa.  Estas  circunstancias  son  citadas  en  el  músculo 
semitendinosus   del   perro,   cuando   se   aplican   técnicas   mATPasa   con 
preincubaciones ácidas pero con mayor molaridad, Show, et al. (1982). Este 
comportamiento  peculiar  de  las  fibras  tipo  II,  en  los  músculos  longissimus 
lumbaris y dorsis del cerdo, podría obedecer a la presencia en las mismas de	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un tipo de cadena pesada de miosina (MHC) especial, diferente a las MHCIIa y 
MHCIIp.	  	  	  
Por  otra  parte,  la  técnica  NADH-TR,  reveladora  del  potencial  o 
capacidad  oxidativa  de  las  fibras,  viene  a  demostrar  también  que  estos 
músculos están formados por una gran variedad o diversidad fibrilar. Hemos 
podido  constatar,  que  aunque  las  fibras  de  tipo  I  ofrecen  una  capacidad 
oxidativa alta y uniforme, las fibras tipo II muestran mayores variaciones en la 
intensidad tintorial alta, moderada y baja, aunque esto depende del lugar donde 
se  ubican,  como  señala  Ringel,  et  al.,  (1978).  Por  otra  parte  el  grado  de 
intensidad  tintorial  que  ofrecen  las  fibras  ante  este  tipo  de  técnica  está 
relacionado con el número y tamaño de mitocondrias que contienen, lo que ha 
servido para que diferentes autores las utilicen a la hora de establecer una 
clasificación fibrilar, Matheus, et al. (1997), en estos tipos de músculos. Desde 
el punto de vista funcional también es sabido que la cantidad de enzimas 
mitocondriales y su número de mitocondrias/fibras van emparejados con una 
mayor resistencia a la fatiga, como define a los músculos longissimus lumbaris	  
y dorsis  ( Meter, et al., 1972).	  	  	  	  	  
Los   estudios   que   hemos   llevado   a   cabo   con   las   técnicas 
histoenzimológicas  del  grupo  control,  nos  han  permitido  establecer  como 
patrones histológicos, con un claro significado zootécnico, que los músculos	  
longissimus lumbaris y dorsis están formados por agrupaciones similares en 
ambos casos, un bajo porcentaje de fibras tipo I y con una fuerte positividad de	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la mATPasa, y en un alto porcentaje de las fibras tipo II, dando una fuerte 
positividad  frente  a  la  miosina  ligera,  con  una  clara  reacción  frente  a  la 
mATPasa en incubaciones alcalinas, diferenciándose dos subtipos IIa y IIb	  
(Buttner-Ennever, et al., 2001).	  	  	  	  	  
A  todos  los  subtipos  de  fibras  I  y  II  del  grupo  control  se  les  ha 
detectado una ultraestructura similar en todas las fibras, si bien existen algunas 
diferencias  significadas  por  la  localización  y  mayor  o  menor  número  de 
mitocondrias. El componente contráctil de las fibras es similar al descrito en los 
Tratados Microscópicos, como Bloom, et al., (2000), con una ordenación de los 
filamentos gruesos de miosina y delgados de actina, y la aparición de las 
estrías transversales o bandas, “A”, “I”, “Z”, “H” y “M”, organizándose en los 
denominados  sarcómeros  o  unidades  de  contracción.  Morfológicamente  se 
repite en el seno de los sarcómeros, la presencia de los túbulos “T” en la 
transición  de  las  bandas  A-I,  y  su  relación  con  las  cisternas  del  retículo 
sarcoplásmico para formar las denominadas “triadas”.	  	  	  
Si bien hemos utilizado los animales del grupo control, para determinar 
los parámetros zootécnicos de  los músculos longissimus lumbaris y dorsis en 
el cerdo, lo principal de nuestro trabajo es conocer el comportamiento de estas 
fibras con tratamientos de disruptores y de otras sustancias (Bloom, et al., 
2000).	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Modificaciones	   fibrilares	   en	   los	   tratamientos	   con	  	  
bisfenolA.	  	  	  	  	  
Grupo BA	  	  	  	  	  
Dentro  de  las  sustancias  disruptoras  se  destaca  el  bisfenolA  como 
componente anabólico, como describe Maltin, et al.. (1989). Estas sustancias 
se   utilizan   para   engordar   al   ganado   en   su   crianza,   pues   producen 
fundamentalmente   un   aumento   del   tamaño   de   las   fibras   musculares. 
Basándonos en los trabajos de Apseloff, et al., (1993), hemos escogido los 
músculos longissimus lumbaris y dorsis, al ser los que más se hipertrofian por 
la acción hormonal.	  	  	  
El uso del bisfenolA como anabolizante presenta, como indica Bakker,	  	  
et al., (1998), un grave problema al tener una acción hipertrófica de carácter 
reversible sobre las fibras musculares, lo que obliga, para obtener beneficios 
zootécnicos, a un tratamiento continuado hasta el momento del sacrificio, por 
esto hemos planteado dos grupos de experimentación, uno con tratamiento de 
bisfenolA hasta el sacrificio, y otro con la retirada del mismo.	  	  	  
En el grupo tratado con bisfenolA destacamos en primer lugar, como 
indica Carter, et al., (1991) y si bien no lo hemos cuantificado, que el tejido 
graso tanto del endomisio como del perimisio prácticamente ha desaparecido,	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confirmándose así uno de los factores zootécnicos positivos por lo que se hace 
uso de este fármaco.	  	  	  
Sin  duda  alguna  la  acción  principal  del  bisfenolA  sobre  las  fibras 
musculares, motivo de nuestro trabajo, ha sido una hipertrofia manifiesta, como 
significan Lavoie, et al., (2002). Aunque en nuestra experiencia hemos usado 
diferentes  parámetros  para  su  estudio,  como  han  sido  fundamentalmente 
técnicas histoenzimológicas y los aspectos morfológicos usuales al microscopio 
óptico, y las alteraciones ultraestructurales.	  	  	  
En  los  estudios  histoenzimológicos,  en  este  grupo  de  investigación 
(GCL) hemos identificado los tres grupos de fibras estudiados en el grupo 
control (GC), como son las fibras tipo I y los subtipos IIa y IIb, aunque también 
se ha identificado un cuarto tipo de fibra que apenas muestra reacción y en 
caso de presentarla es inespecífica y corresponde a un grupo de fibras muy 
alteradas  dentro  de  los  músculos  estudiados.  Las  fibras  en  general  han 
mantenido el porcentaje descrito en el grupo control (GC), aunque de forma 
reducida,  debido  al  alto  porcentaje  de  fibras  sin  actividad  mATPasa.  Los 
procesos de hipertrofia fibrilar representados por un aumento en el tamaño de 
las fibras, Lavoie, et al., (2002), son manifiestos y se presentan en todas ellas, 
aunque de manera acentuada en las del tipo inespecífico.	  	  	  
En  el  campo  histoenzimológico  hemos  encontrado  una  disminución 
evidente de la capacidad oxidativa de todos los tipos de fibras, detectadas	  	  	  	  
108	  
	  	  
Discusión	  	  	  	  	  	  	  
mediante la técnica de NADH-TR, y como significa Herrera, et al., (2001), lo 
que se presenta es un claro aumento del tamaño de las fibras.	  	  	  
Debido a que con las reacciones de la mATPasa, la NADH-TR, y frente 
a los sueros anti-miosina ligera y pesada, sólo se puede determinar la perdida 
de la actividad enzimática e inmunológica, junto con un aumento del tamaño de 
las fibras, es por lo que los estudios de las modificaciones íntimas de las fibras 
musculares  de  este  grupo  las  presentaremos  en  los  estudios  usuales  al 
microscopio   óptico   y   las   modificaciones   que   muestran   al   microscopio 
electrónico (Lavoie, et al., 2002).	  	  	  
En las descripciones realizadas, tanto en el campo histoenzimológico 
como  ultraestructural,  hemos  apreciado  que  una  de  las  diferencias  más 
importantes entre el grupo control y el tratado con bisfenolA, es la existencia en 
este último de agrupamientos de fibras que las hemos denominado alteradas, y 
se   definen   por   una   pérdida   en   la   homogeneidad   de   las   reacción 
histoenzimológicas, junto a graves modificaciones de sus componentes básicos 
(Lavoie,  et  al.,  2002).  La  aparición  de  este  tipo  de  fibra  que  resulta  muy 
significativa para establecer su diferencia.	  	  	  
Dentro de la existencia en el grupo BA de los dos grandes grupos de 
fibras, normales y alteradas, unos de los patrones morfológicos que indica el 
alto grado de modificación celular es el factor de forma, que comparativamente 
es menor en las fibras normales que en las alteradas del grupo del bisfenolA,	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indica  el  alargamiento  de  estas  células  por  lo  que  se  considera  una 
transformación intima y profunda (Apseloff, et al., 1993). Esta modificación en 
el factor de forma esta más acentuada en las fibras alteradas, describiéndose 
fibras de secciones alargadas, convirtiéndose en un parámetro morfológico 
muy objetivable.	  	  	  
La hipertrofia de las fibras musculares por la acción de los disruptores, 
como presenta Choo, et al., (1990), se debe principalmente a un aumento del 
material contráctil. Este fenómeno se puede detectar incluso al microscopio 
óptico por el aumento del tamaño de las fibras, pero sin duda alguna como 
mejor  se  aprecia  es  usando  el  microscopio  electrónico.  Las  miofibrillas  se 
presentan  en  número  mayor,  y  este  aumento,  como  tratara  Huang,  et  al., 
(2000), muestra graves alteraciones; por una parte estas miofibrillas pueden 
estar adelgazadas, pero en condiciones de tamaño normal se muestran en una 
disposición longitudinal irregular, y a veces localizadas en las zonas periféricas 
cambiando incluso el sentido de su distribución y formando la degeneración en 
anillo de las fibras musculares hipertróficas, y finalmente también se describe 
una desorganización total del material contráctil de las fibras hipertróficas.	  	  	  
Como señala Chen, et al., (2000) a veces la actividad de síntesis del 
bisfenolA sobre diversos tipos de fibras musculares está exacerbada, hasta el 
punto que se pierde la relación de continente y contenido. El número de las 
miofibrillas aumenta de forma tan rápida que prácticamente no caben en el 
seno de la membrana celular, por lo que estas sufren unas reorganizaciones	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secundarias que modifican profundamente la forma de las fibras musculares. 
Por este motivo es frecuente detectar, tanto al microscopio óptico como al 
electrónico,  imágenes  en  las  que  las  miofibrillas  se  disponen  en  arcadas, 
formándose las degeneraciones en huellas dactilares. Estas modificaciones 
pueden llegar incluso a mostrar canalizaciones del citoplasma como indica 
Maltin, et al., (1990).	  	  	  
La hipertrofia que se produce en las fibras  por la acción del disruptores 
afecta igualmente al resto de sus componentes, descrito anteriormente por 
Hayes,  et  al.,  (1997),  destacándose  una  centralización  de  los  núcleos, 
fenómeno  que  hemos  encontrado  además  de  un  aumento  total  de  dichos 
núcleos.  Desde  el  punto  de  vista  funcional,  como  describe  Lynnch,  et  al., 
(2001), hemos descrito una desorganización de los túbulos “T” y del retículo 
sarcoplásmico,  lo  que  afectará  a  la  contracción  del  músculo  al  presentar 
problemas la liberación   de los iones de Ca++, y por lo tanto reacciona de 
forma incompleta la actina sobre la miosina.	  	  	  
Como estudia Horne, et al., (1990), la acción del clembuterol sobre los 
músculos y en particular sobre el longissimus lumbaris y el dorsis, se cifra en 
un aumento de su masa sarcoplásmica, lo que conlleva graves dificultades 
funcionales de dichas fibras, por lo que los animales tratados realizan menos 
ejercicio,  favoreciéndose  todavía  más  el  engorde  de  los  animales  por  una 
disminución en las funciones metabólicas.	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Modificaciones fibrilares en tratamientos con bisfenolA y 
su posterior retirada.	  	  	  	  
Grupo BA-R	  	  	  	  	  
Los tratamientos con disruptores son una práctica fraudulenta usada en 
la producción animal, que producen una “alarma social”, al existir un fraude 
contra la salud pública. Para que no se detecte dicho fraude a lo largo del 
tiempo se han ido cambiando los finalizadores utilizados. Pero, como describe 
Agbenyega, et al., (1992), la utilización de ciertos corticoides, sobre todo la 
dexametasona, enmascara y hace difícil de detectar el uso del bisfenolA en los 
análisis  químicos  que  se  puedan  realizar,  por  lo  que  se  utilizan  como 
“sustancias borradoras” de los finalizadores. Y coincidiendo con Cook, (1997), 
estos corticoides son usados cuando se emplea el clembuterol, ya que el	  
carácter  reversible  del  β-agonista  sobre  las  fibras  musculares,  obliga  a 
utilizarlos hasta el momento del sacrificio del animal de abasto, para que los 
resultados buscados se mantengan y sean evidentes.	  	  	  
En relación con los estudios enzimológicos de las fibras musculares, 
vemos que con la presencia del edema se modifica gravemente la actividad 
mATPasa  y  su  capacidad  oxidativa  y  por  este  motivo,  como  expone 
Agbenyega, et al., (1992), se modifican  los distintos tipos de fibras. Por ese	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motivo hemos citado la disminución de las fibras tipo I, IIa y IIb, en comparación 
con el grupo control.	  	  	  
Morfológicamente se detecta el alto grado de alteración fibrilar con un 
cambio del factor de forma que hemos detectado en nuestras investigaciones. 
La pérdida de estructura general de las células musculares conlleva como 
estudia Apseloff, et al., (1993) modificaciones sustanciales en las contracciones 
musculares y funcionales.	  	  	  
Con  las  técnicas  histoenzimológicas,  como  hemos  analizado  en  el 
grupo tratado con bisfenolA, se han descrito los tres tipos de fibras clásicas, 
pero lo que se destaca es la presencia de un nuevo componente al que se ha 
denominado  fibras  alteradas,  cuya  característica  principal  es  la  falta  de 
uniformidad en su reacción tanto con la mATPasa como con la técnica de la	  
NADH-TR.  En  estas  modificaciones  se  representan  graves  alteraciones  de 
todos sus componentes (Agbenyega, et al., 1992).	  	  	  
Tanto  con  el  microscopio  óptico  como  con  el  electrónico,  hemos 
detectado  abundantes  imágenes  de  degeneración  lo  que  indica,  como 
estudiara Apseloff, et al., (1993), que el microambiente de edema sobre las 
fibras musculares modifican gravemente los fenómenos vitales de estas fibras 
musculares.  Igualmente  por  la  modificación  del  medio  externo  celular  se 
presentan gran número de modificaciones tanto de las miofibrillas como del 
resto de componentes de las fibras.	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Todas las lesiones descritas se producen tanto en los dos músculos	  	  
longissimus lumbaris y el dorsis, sobre todo las alteraciones de las miofibrillas 
que  tienen  siempre  un  doble  significado  o  son  procesos  hipertroficos  o 
degenerativos.	  	  	  
Mioblastos activados.	  	  	  	  	  
La recuperación muscular de las fibras estriadas son diferentes, debido 
sobre todo a que en el miocardio solo existe las fibras maduras y no existe 
estratos germinales, en tanto que el músculo estriado esquelético junto a las 
fibras  musculares  estriadas  existe  las  denominadas  células  satélites  o 
mioblastos, con capacidad de división.	  	  	  
En las recuperaciones de las fibras cardiacas por necrosis en infarto 
cardiacos,  como  estudia  Carmona  et  al  2015,  sólo  se  activan  las  fibras 
maduras  miocardias,  y  si  bien  muestra  pequeños  acúmulos  de  células 
pequeñas no se identifican con mioblastos. En nuestras experiencias en los 
dos  músculos  correspondientes  al  tratamiento  con  factores  de  crecimiento 
plaquetarios, al microscopio óptico se destaca una activación de los mioblastos, 
y se disponen en pequeños acumúlos entre las fibras y el endomisio. Si bien 
apenas hemos encontrado referencias a las activaciones de los mioblastos, en 
la bibliografía consultada, al microscopio electrónico hemos encontrado que la 
activación de las células satélites, se inicia por un aumento en su tamaño	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seguido   por   procesos   de   endomitosis,   que   lleva   a   formar   células 
multinucleadas.	  	  	  
En el grupo tratado con factores de crecimiento, los mioblastos actúan 
siguiendo dos patrones, en primer lugar junto al aumento en el número de 
núcleos, los organoides que participan en la síntesis de proteínas contráctiles 
se   hacen   más   evidentes,   con   amplio   desarrollo   de   las   vesículas   de 
transferencia. Este aumento de actividad lleva a que en esta primera fase 
comiencen a producir filamentos de miosinas y actina de forma indiscriminada. 
Y posteriormente los nuevos filamentos, en la segunda fase, se organicen 
formando los sarcómeros de las miofibrillas.	  	  	  
Como   hemos   estudiado   en   el   grupo   tratado   con   factores   de 
crecimiento, las células satélites que están en fase de activación, se mantiene 
dentro de la membrana basal de la fibra muscular y se le asocian con capilares, 
por una parte aumentan su metabolismo, y su posterior reorganización se 
realiza paralelamente a las fibras que se mantienen, hasta formar nuevas fibras 
multinucleadas y contráctiles.	  	  	  
Uno de los procesos que tienen más importancia en la recuperación de 
las fibras musculares, es el estado en que queda el endomisio. De ahí que 
encontremos  profundas  diferencias  entre  los  grupo  de  recuperación  sin 
tratamiento, sólo con la retirada del bisfenolA, y el del posterior tratamiento con 
factores de crecimiento tras la retirada del bisfenolA.	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En el grupo de sólo la retirada, las fibras musculares adquieren un 
aceptable grado de recuperación de las miofibrillas, como hemos descrito al 
estudiar los sarcómeros, lo mismo ocurre en las fibras tratadas con factores de 
crecimiento, por lo que en ambos casos se puede considerar que las fibras han 
recuperado su vitalidad y funcionamiento. Pero el problema radica que en el 
endomisio de las fibras sin tratamiento, se produce una fuerte condensación de 
fibra de colágenos, en tanto que en las tratadas el colágeno es casi inexistente, 
y sólo persisten los capilares. Este fenómeno nos indica que la recuperación en 
los casos de tratamiento con factores plaquetarios la recuperación ha sido 
correcta tanto en la fibra como en el endomisio, en tanto que en la sólo retirada, 
la fibra recupera su funcionalidad, pero a nivel del endomisio, la aparición 
masiva de fibras de colágeno, conlleva procesos de fibrosis, que hacen que 
estos músculos sean propensos a posteriores roturas.	  	  	  
La aplicación del plasma rico en plaquetas es cada día más utilizada en 
la práctica clínica en diversas especialidades para lograr una aceleración en los 
procesos  de  regeneración  tisular.  En  las  heridas  crónicas  se  produce  un 
desequilibrio entre los mecanismos de regeneración y los proinflamatorios; este 
desequilibrio  se  puede  deber  a  la  presencia  de  contaminación  importante, 
infección,  enfermedades  subyacentes  (conectivopatías,  diabetes  mellitus)  o 
tejidos  necrosados,  entre  otros.  El  PRP  se  emplea,  como  tratamiento 
coadyuvante y siempre después de haber eliminado o corregido los demás 
problemas,  para  "desequilibrar  la  balanza"  de  la  cronicidad,  insertando  un 
punto de inflexión en la evolución de la herida.	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Primera: Con las técnicas usuales e histoenzimológicas, hemos descrito 
en los músculos longissimus lumbaris y dorsis del cerdo minipig las fibras tipo I, 
tipo IIa y tipo IIb,  dispuestas en mosaico concéntrico.	  	  	  
Segunda:   Con   las   técnicas   de   la   hematoxilina–eosina   y   las 
histoenzimológicas en los músculos longissimus lumbaris y dorsis del cerdo 
minipig tratado con bisfenolA, hemos descrito cuatro tipo de fibras: tipo I, tipo 
IIa, tipo IIb y fibras alteradas. Y mantienen la distribución de las fibras a modo 
de mosaico.	  	  	  
Tercera: El uso de bisfenolA produce una marcada atrofia en las fibras 
de los músculos longissimus lumbaris y dorsis en el cerdo minipg.	  	  	  
Cuarta: La acción del bisfenolA tiene sobre los músculos longissimus 
lumbaris  y  dorsis  del  cerdo  minipig  una  acción  reversible,  ya  que  la 
recuperación de las miofibrillas una vez retirado el bisfenolA es muy evidente.	  	  	  
Quinta: El bisfenolA tiene una acción cicatricial sobre el endomisio de 
los  longissimus  lumbaris  y  dorsis,  al  producir  una  hiperplasia  de  fibras  de	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colágeno,  que  al  mantenerse  en  el  tiempo  termina  por  producir  fibrosis 
musculares.	  	  	  
Sexta: Los factores de crecimiento plaquetario tienen una acción muy 
positiva  en  la  recuperación  de  las  fibras  musculares  de  los  músculos	  
longissimus lumbaris y dorsis en los cerdos minipig.	  	  	  	  	  
Séptima:  Se  ha  podido  comprobar  con  el  uso  de  los  factores  de 
crecimiento que en la recuperación de las fibras de los músculos longissimus 
lumbaris y dorsis, participan activamente los mioblastos.	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El Bisfenol-A (BPA) es uno de los productos químicos producidos en 
mayor  cantidad  en  todo  el  mundo.  Entre  otros  elementos,  forma  parte  de 
plástico y envases de alimentos, de los cuales hay una migración de BPA en 
los alimentos, entrando así en nuestro organismo a través del tracto digestivo, 
que  de  hecho  es  una  de  las  principales  fuentes  de  exposición  en  seres 
humanos. En este estudio, se ha investigado la acción BPA a nivel muscular 
con la exposición continua; después de su retirada con el fin de evaluar la 
posible recuperación del músculo; y el efecto potencial de plasma rico en 
plaquetas (PRP) en un músculo modificado previamente por la acción de BPA. 
Para   este   propósito,   y   como   herramienta   fundamental,   se   utilizó   la 
histopatología,  en  la  cual  se  observó  que  se  produjeron  modificaciones 
musculares.   Estas   eran   compatibles   con   la   acción   de   las   hormonas 
administradas exógenamente a los animales para engordarlos. También se 
señaló que, después de la retirada de las BPA, había una cierta recuperación 
de la estructura muscular, y, después del tratamiento con PRP, la recuperación 
era prácticamente total. Las investigaciones futuras deberían profundizar en los 
mecanismos por los que el BPA afecta el tejido muscular y PRP tiene éxito en 
la recuperación de este tipo de lesión muscular.	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Bisphenol-A (BPA) is one of the chemical products most produced in 
large volumes world-wide. Among other items, it forms part of plastics and food 
containers, from which there is a migration of BPA into food, thus entering our 
organism via the digestive tract, which in fact is one of the main sources of 
exposure in humans.   In this study, BPA action has been investigated: at a 
muscular  level  with  continuous  exposure;  after  its  withdrawal  in  order  to 
evaluate the possible recovery of the muscle; and the potential effect of platelet- 
rich plasma (PRP) on a muscle previously modified by the action of BPA. For 
this purpose, and as a fundamental tool, histopathology was used, from which it 
was   observed   that   muscle   modifications   were   produced.   These   were 
compatible with the action of hormones administered exogenously to animals to 
fatten them up. It was also noted that, after the withdrawal of BPA, there was a 
certain  muscle  structure  recovery,  and,  after  treatment  with  PRP,  this  was 
practically total.  Further research should investigate the mechanisms through 
which BPA affects muscle tissue and PRP succeeds in recovering this type of 
muscular lesion.	  	  	  
Keywords: Bisphenol-A, muscle, histopathology, collagen, platelet-rich plasma	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ABSTRACT	  
Bisphenol-A (BPA) is one of the chemical products most produced in large volumes world-wide. Among 
other items, it forms part of plastics and food containers, from which there is a migration of BPA into food, thus 
it enters our organism via the digestive tract, which in fact is one of the main sources of exposure in humans. In 
this study, BPA action has been investigated: at a muscular level with continuous exposure; after its withdrawal 
in order to evaluate the possible recovery of the muscle; and the potential effect of platelet-rich plasma (PRP) on 
a muscle previously modified by the action of BPA. For this purpose, and as a fundamental tool, histopathology 
was used, from which it was observed that muscle modifications were produced. These were compatible with 
the action of hormones administered exogenously to animals to fatten them up. It was also noted that, after 
the withdrawal of BPA, there was some muscle structure recovery, and, after treatment with PRP, this was 
practically total. Further research should investigate the mechanisms through which BPA affects muscle tissue 
and PRP succeeds in restoring this type of muscular lesion.	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Introduction	  
Bisphenol-A (BPA)  is  a  component  of,  among  other  items,  plastics  and  food 
containers, and it is one of the chemicals produced in the largest volume in the whole 
world (LANG et al., 2008). It has been demonstrated that migration of BPA occurs from 
food containers, by its entering the digestive tract, this being one of the main sources of 
exposure in humans (LYONS, 2000; BREDE et al., 2003). It is also present in rivers and in 
drinking water, probably due to the displacement of plastic containers from industrial 
residue dumps (KOLPIN et al., 2003; COORS et al., 2003). BPA has an endocrine activity 
which, due to its structural similarity with steroid hormones, is capable of triggering, 
in target cells, a response resembling that of endogenous hormones, or inhibiting that 
response by exercising an antagonistic effect.	  
The use of BPA in containers in contact with foods is permitted in the European 
Union by ANONYM. (2002). This regulation covers plastic materials and objects designed 
for the protection of food products, in which a maximum migration limit is established 
for this substance of 0.6 mg/kg, to maintain the Tolerable Daily Intake of BPA for humans 
at 0.05 mg/kg/day (ANONYM., 2008). The European Union ANONYM. (2011) decided, as 
from March, 2011, to prohibit the production of babies` feeding bottles with BPA, and its 
commercialization as from 1 June, 2011 (Implementing Regulation EU 321/2011).	  
Endocrine disrupting chemicals (EDCs), by altering the endocrine function, disrupt 
the metabolism of carbohydrates and lipids, leading in turn to insulin resistance and 
diabetes and obesity, increasing the risk of cardiovascular complications. This particular 
implication of EDCs has made it generate great concern in the consumer due to its 
possible repercussions on public health.	  
At the fourth meeting of the OECD Task Force on Endocrine Disruptor Testing 
and Assessment (EDTA) it was agreed that histopathology should be adopted as a core 
endpoint in the assessment of oestrogen-active compounds (SEGNER et al., 2003).	  
With the aim of investigating the toxicity of BPA in depth, our objective was to 
undertake a histopathological study of the muscle with respect to the action of BPA in this 
tissue, and its recovery capacity after the withdrawal of exposure to this compound; the 
response was also investigated of the muscle after PRP application to animals previously 
exposed to BPA.	  	  
Materials and methods	  
Animals.16 two-month-old “Minipigs” were used from the Centralized Experimental 
Animal Service at the University of Córdoba, where they were housed during the whole 
experiment, following the conditions specified in the guidelines relative to the housing 
and care of the animals (RD 1201/2005). All the experiment protocols were approved 
by the Córdoba University Committee of Bioethics. The animals were fed once a day	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during the study months (Nantaunic, Nantaporc PI®) and distributed randomly to one of 
the four experiment groups: Control Group (GC), (n = 4); the group treated with BPA 
(n = 4) orally 1 mg/kg bw/day (Sigma Aldrich®, St. Luis, EE.UU.) for four months; a 
third group BPA-withdrawal (n = 4) which, after two months of treatment, was taken off 
BPA for two more months up until their biopsy; and a fourth group, platelet-rich plasma 
(PRP) (n = 4). The animals of this group were treated with BPA for 2 months, then it was 
withdrawn and they began treatment with PRP. A weekly dose of platelets was injected 
into their longissimus lumbaris (LL) for three weeks. At the end of the different periods of 
exposure, treatment and/or withdrawal, depending on the study group, the animals were 
anesthetized by intramuscular injection (medetomidine 0.05 mg/kg bw combined with 
Zoletil® (Tiletamine/Zolacepam) 3 mg/kg bw) and the samples were collected by means 
of a biopsy of the LL muscle, for subsequent study.	  
PRP preparation. Two mL of blood were taken from the jugular vein using PRP 
kit  tubes,  containing  0.3  mL of  anticoagulant  and  separator. After  transferring  the 
tube contents to another tube containing platelet activation-preventing substances and 
centrifugation of the tube at 1700 rpm for 12 min, its upper component, which contained 
platelets and plasma, was transferred to another tube containing preservative substances. 
After that, the tube was centrifuged at 3500 rpm for 7 min. Finally, the upper portion 
of the tube contents was discarded and after a 30 min delay, the remaining portion was 
injected into the animal.	  
Light and electron microscopy. For the structural evaluation, the samples were 
routinely processed for paraffin sections by fixing in 10 % formaldehyde, dehydrating in 
graded series of ethanol, immersing in xylol and embedding in paraffin wax. Every tenth 
section (4 µm thick) of each block was stained with haematoxylin and eosin and used for 
the morphological study.	  
For the ultrastructural study, small randomly selected samples were primarily fixed 
in a 2 % glutaldehyde solution in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) overnight at 4 ºC and 
then refixed in 1 % osmium tetroxide in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) for 30 min. 
After dehydration in graded ethanol series and embedded in Araldite, semithin and ultra- 
thin sections were cut on an LKB ultramicrotome. Semithin sections were stained with 
toluidine blue, whereas ultra-thin sections were double-stained with uranyl acetate and 
lead citrate. Ultra-thin sections were viewed and photographed using a Philips CM10 
transmission electron microscope.	  
Morphometric study	  
Quantitative evaluation of fibre. The fibre percentages were obtained after counting 
between 500 and 1,000 fibres from superficial and deep fields selected randomly, included 
in whole fasciculi, employing photographic sequences, which reconstructed the complete 
section of the different muscles, using dyed H&E preparations.	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A Leitz Dialux 20 microscope was used, with an automatic camera incorporated into 
it. The preparations were photographed at 4x and 10x to carry out the most complete 
reconstruction possible of the muscle sections obtained. For the morphometric studies, 
the contours of the muscle fibres were marked.	  
Collagen quantification. Muscle sections were subjected to Masson’s trichrome stain, 
which stains collagen blue, providing an excellent color contrast that differentiates it 
from other structures. Six pictures at high magnification were randomly taken from each 
slide and analyzed using ImageJ software version 1.46f; by thresholding for blue color, 
collagen was selected and measured for each picture, and the results were expressed as 
the mean percentage of collagen.	  
Statistical analysis. Data were analysed using the statistical program Statgraphic 
(Centurion XVI®) to determine BPA effects in every exposition group. ANOVA (test-F) 
was used to demonstrate whether significant differences existed between the averages. 
The Fisher LSD post hoc test was employed to perform multiple comparisons between 
groups and P<0.05 was considered to be significant.	  	  
Results	  
The muscle structure in the LL of the control group (Fig. 1) showed, under both the 
light and the electronic microscopes, the two essential components of the muscle. The 
striated muscle fibre, with all its components, in which first the muscle fibre stood out, 
displayed bands A and I, with a normal development of the sarcoplasmic reticulum and 
abundant mitochondria, which turned out to be multinucleated with peripheric nuclei. 
Second, satellite cells corresponding to muscle germ cells were prominent. These cells 
were so arranged as to be adhered to the muscle fibres, and both of them were surrounded 
by a basal membrane which separated them from the endomysium. These cell components 
were small in size, of a spherical to triangular shape, with a central nucleus and scant 
cytoplasm, a few cytoplasmic organoids and no trace of myofibrils. In the endomysium, 
with the trichrome stain, it was possible to observe that there were few collagen fibres.	  
In the BPA exposure group, up to the time they were euthanized, it was constantly 
observed that most of their LL fibres exhibited alterations in their morphology, which 
ranged from necrosis to degenerative processes (Fig. 2). The fibres developing necrosis 
stood out due to being scarce and showing dense nuclei with sinuous and uneven edges 
with dilatations of the nuclear envelope. In the cytoplasm, both the contractile and 
the coagulated cytoplasmic proteins were seen, they lost their morphology, and their 
myofibrils were scarcely identified. The mitochondria appeared as being swollen and the 
sarcoplasmic reticulum vacuolized.	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Fig. 1. Control group. Light microscope. Scale bars 50 µm (A), (B) ultrastructural observations. 
Scale bars 10 µm (C), (D). A - Inset of apparently normal muscle fibre (MF). H&E. B - Inset 
of the apparently normal muscle fibre (MF) in which scant collagen fibres (CF) are observed.	  
Masson’s trichrome stain. C - Normal muscle fibre (MF), associated with myoblasts (MB). D - 
Inset of apparently normal muscle fibre with myofibrils (M).	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Fig. 2. Histological changes in BPA group. Light microscope. Scale bars 50 µm (A), (B) 
ultrastructural observations. Scale bars 10 µm (C), (D)	  
A. Inset of degenerated fibres (DF). H&E; B. Inset of the muscle with fibre degeneration (DF) 
in which abundant collagen fibres (CF) are noted. Masson’s trichrome stain.; C. Muscle fibre	  
(MF) with myofibril destruction (MD) with protein coagulation; D. Inset of fibres (MF), with a 
disorganization in their myofibrils (MD) and vacuolization.	  	  	  	  	  	  
54	   Vet. arhiv 86 (1), 49-64, 2016	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
M. Gimenez et al.: Fibre muscle evaluation after bisphenol-A and platelet rich plasma treatment	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Fig. 3. Histological changes in BPA-withdrawal group. Light microscope.  Scale bars 50 µm (A), 
(B) ultrastructural observations. Scale bars 10 µm (C), (D)	  
A. Inset of muscle with collagen fibres (CF) and normal muscle fibres (MF). H&E; B. Inset of 
the apparently normal muscle fibres (MF) A large amount of collagen fibres (CF) can be seen.	  
Masson’s trichrome stain; C. Muscle fibre with organized myofibrils (M) associated with a large 
amount of collagen fibres (CF) and vacuolizations; D. Inset of apparently normal myofibrils (M),	  
and a large amount of collagen fibres (CF).	  	  	  	  	  	  
Vet. arhiv 86 (1), 49-64, 2016	   55	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
M. Gimenez et al.: Fibre muscle evaluation after bisphenol-A and platelet rich plasma treatment	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Fig. 4. Histological changes in PRP group. Light microscope. Scale bars 50 µm (A), (B) 
ultrastructural observations. Scale bars 10 µm (C), (D)	  
A. Inset of apparently normal muscle (MF). H&E; B. Inset of apparently normal muscle (MF) 
with few collagen fibres (CF). Masson`s trichrome stain; C. Muscle fibre (MF) with organized	  
myofibrils (M); D. Inset of satellite cells (SC) with an increase in nuclei (N) and apparently 
normal myofibrilar contractile components (M).	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The  fibres  in  the  degeneration  process  stood  out  because  they  showed  strong 
vacuolization of all the membranous organoids, especially those of the sarcoplasmic 
reticulum. In the contractile components, densification of the myofilaments was noted, 
although all their bands were differentiated and their nuclei were uneven and dense. 
Also observed were groups of striated fibres, which partly lost some components of their 
myofibrils. With the trichrome stain and the electronic microscope, it was possible to 
discern an increase in the endomysium of collagen fibres, and although satellite cells were 
seen, the latter appeared in a small number, and with no apparent signs of reactivation.	  
In the group of animals to which BPA was administered but withdrawn over several 
months up to the time when they were euthanized, a recovery of their muscle fibres was 
observed, but with activation of the connective tissue of the endomysium, which was 
detected both with the trichrome stain and with the electronic microscope (Fig. 3). The 
striated fibres generally exhibited apparently normal myofibrils, with correctly arranged 
myofilaments, normal A and I bands, and abundant mitochondria were placed between 
them. In this group, the sarcoplasmic reticulum partly maintained a certain degree of 
dilatation. It could be observed how the connective tissue, in contact with the fibres (the 
endomysium), was enlarged and its collagen fibres had increased enormously, in parallel 
fasciculi or arranged unevenly, with the size of these collagen fibres increasing both 
parallel to the upper axis of the muscle fibre and in the fascicular areas. The satellite cells 
did not apparently show any obvious signs of activation.	  
In the group treated with PRP, recovery of the striated fibres was observed, with 
multinucleated fibres and peripheric nuclei being generated. The myofibrils displayed 
all their bands with a correct organization, with abundant mitochondria (Fig. 4). On 
the microscope images, reactivation in the satellite cells appeared. Under the light 
microscope an increase in their number was observed, ending up in the presentation 
of areas of hyperplasia, with condensations in these cells. The electronic microscope 
showed activation processes in which an increase in the number and volume of satellite 
cells appeared, and there was even evidence in their cytoplasm of the beginnings of 
the formation of myofibrils with organized striae. The muscle fibres appeared as being 
apparently normal, with organized contractile material, with their A and I bands, and 
peripheric nuclei. In the connective tissue corresponding to the endomysium, there was 
hardly any evidence of collagen fibres, with a certain increment in neoformed capillaries, 
with limited oedema.	  
On carrying out the quantification of the muscle fibres (Table), it was noted how, 
in the BPA exposure group, there was reduction in their number, although without any 
significant differences with respect to the control. In the study group in which BPA was 
withdrawn, a smaller number of muscle fibres was observed than in the groups treated 
constantly with BPA and the control, with statistically significant differences appearing,	  
P<0.05, in the control group, but none in the group constantly exposed to BPA. However,	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in the PRP-treated group, an increase could be seen in the number of muscle fibres, which 
was higher than the rest of the study groups, exhibiting significant differences, P<0.05, 
with respect to the BPA withdrawal group.	  	  
Table 1. Size (µm) of the muscle fibre in terms of the study group expressed by the mean ± SD	  	   	   	   Control	   	   BPA	   	   BPA-withdrawn	   	   PRP	  
Muscle fibres	   72.76 ± 7.81	   69.93 ± 7.16	   65.97 ± 6.77*	   75.27 ± 5.55*	  
*Significantly different from the control with P<0.05	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Fig. 5. Amount of collagen (%) versus muscle (+/-SD) which appeared in the different study 
groups	  	  
On quantifying the collagen (Fig. 5), it was seen that there was an increase in its 
production in the group continuously exposed to BPA and in that of the withdrawal group, 
with significant differences with respect to the control, P<0.05. The PRP-treated group 
displayed a reduction in the percentage of collagen, with significant differences, P<0.05, 
compared to the remaining study groups.	  	  
Discussion	  
BPA is produced industrially in large amounts and is found in food containers. Due 
to environmental pollution and the presence of BPA in food, both animals and humans 
are exposed daily to the action of this endocrine disruptor. There are many studies on the	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action of BPA for its neuroendocrine properties at the gonad level (LINDHOLST et al., 
2000; MANDICH et al., 2007; RODRIGUEZ et al., 2010; HATEF et al., 2012; LÓPEZ-CASAS et	  
al., 2012). Although the action of this xenoestrogen has been studied in depth at different 
levels, and in different animal models, its effect on muscle tissue has not been evaluated 
in the same way (INDUMATHI et al., 2013; MORTAZAVI et al., 2013; WANG et al., 2013).	  
As a study objective, we proposed to evaluate the effect of BPA on the muscle after	  
long-term exposure, and of its possible recovery after BPA withdrawal, as well as the 
effects of PRP treatment on a muscle previously treated with BPA, using histological 
tools for this purpose. To monitor the evolution of the muscle both light and electronic 
microscopes were used. However, an electron microscope was employed in our experiment 
because of the possible importance of satellite cells in muscle regeneration, which are	  
small-sized and with an unspecific morphology as corresponds to germ cells. Therefore, 
the electron microscope was able to supply information on any intimate change in these 
cells in the recovery process of the muscle fibres.	  
In the control group, normal morphology of the muscle fibres was witnessed, with 
their corresponding bands, their relationship with the smooth or sarcoplasmic reticulum, 
and, what was more important, with their invaginations in the cytoplasmic membrane.	  
Endocrine disruptors in general, and particularly with the use of BPA, have been seen 
to alter the hypothalamic-hypophisary-gonadal axis, causing a modification of ovary and 
testicle functionality (WOLF et al., 2004; MANDICH et al., 2007; RODRÍGUEZ et al., 2010; 
HATEF et al., 2012). These alterations are fundamentally seen in a loss of the germ cells 
and, in relation to our work, qualitative and quantitative modifications. Although there 
are few reports in the literature on alterations in the muscle system of the connective 
tissue of the endomysium (ASANO et al., 2010; GAO et al., 2010; INDUMATHI et al., 2013; 
WANG et al., 2013), we found significant ones in the muscle fibres and connective tissue. 
BPA action evaluation as an endocrine disruptor has mainly been carried out in rodents 
and fish as animal models (HATEF et al., 2012; LOPEZ-CASAS et al., 2012; WANG et al., 
2013), and there are few references to work employing other experimental animal species 
(GAO et al., 2010; CHOI and JEUNG, 2003; INDUMATHI et al., 2013). The modifications 
triggered in the muscle fibre could be caused by the direct or indirect action of BPA and/ 
or endogenous hormones, which could act, as do other compounds, as anabolic agents 
(PELLEGRINO et al., 2004; DOUILLARD et al., 2011). As could be verified, the muscle fibre 
alterations in these treatments were varied, which is why we have described hypertrophies 
due to their possible anabolizing action, to degenerative processes and even to necrosis, 
coinciding with what was observed by other authors, who evaluated the action of other 
compounds with anabolizing actions at the muscle level (RAJAB et al., 2000; LAVOIE and 
BELIVEAU, 2002; BRICOUT et al., 2004). There are many studies indicating that, because 
of the estrogenizing action of BPA, there is an increase in the endogenous production of	  
17-β-estradiol and other hormones, which are naturally synthesized in the organism, but	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when they are exposed to the disruptor, their production is increased (YANG et al., 2014). 
This fact could indicate to us that the effects generated in the muscle could be produced 
as secondary to the action of BPA, because these endogenous hormones could act in an 
anabolizing manner (HUANG and SILLENCE, 2000). Of all the lesions we detected, the 
most numerous were those from degenerative processes, which, since their components, 
the myofibrils and the smooth reiticulum, were only partially affected, could be restored 
(BRICOUT et al., 2004; DOUILLARD et al., 2011). Just as in the hypertrophy processes, 
necrotic fibres would be produced because of the protein coagulation process of the 
contractile microfilaments, which could final disintegrate. This recovery is because the 
effect of BPA is reversible, and the fact that no modification in the satellite cells was 
detected would infer that the recovery took place in the muscle cell itself.	  
From the studies made, it may be considered that BPA causes necrotic-degenerative 
myositis, but the lesions presented were clearly recoverable using the model proposed 
for their possible recovery. It could be noted that the sarcoplasmic reticulum partly 
maintained a certain degree of dilatation.	  
In the studies made after the withdrawal of BPA, recovery of the muscle fibres was 
found, with the reorganization of the myofilaments. The myofibrils clearly exhibited 
all their transversal bands, with mitochondria being incorporated (RAJAB et al., 2000), 
although some dilatations of the smooth reticulum could partly affect its functionality. 
What was highly representative in the muscle’s recovery after BPA withdrawal was the 
reaction of the collagen fibre-producing cells in the endomysium, which produced a 
massive amount of collagen, whose fibres enveloped the muscle cells, causing fibrosis 
(HUANG et al., 2000; BRICOUT et al., 2004; PELLEGRINO et al., 2004). This phenomenon 
could be clearly detrimental to the total recovery of the muscle since fibrosis could 
generate sclerosis, which would harden the muscle and easily promote muscle tears and 
lesion recurrence, a problem which could greatly affect sportsmen and women. What 
stood out in the studies in this group was that the connective tissue in contact with the 
fibres (endomysium) was seen to be enlarged and with highly increased collagen fibres, 
in parallel or unevenly arranged fasciculi, and these collagen fibres incremented both in 
parallel to the upper axis of the muscle fibre, and in the fascicular areas. However, the 
satellite cells did not appear to show any evident signs of activation.	  
The use of platelet-derived growth factors enabled the muscles to recover very 
acceptably. In this group, the action of the satellite cells was fundamental; not only was 
activation produced, but also hyperplasia, with distribution in accumulations or dispersion 
throughout the fibre, with recently formed myofibrils being observed (CUNHA et al., 2014).	  
In addition, it could be said that the muscle fibres recovered totally in relation to their 
myofibrils, nuclei and remaining cytoplasmic organoids. This recovery of the muscle 
fibre would indicate that two paths were followed: the first by means of activation of the	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satellite cells, and the second by the reaction of the muscle fibre itself, propitiated by the 
action of the platelet-derived growth factors. Recovery would occur within the actual 
striated fibre affected. Furthermore, it was observed that, at the level of the satellite cells 
which became myoblasts, there was an increase in their nuclei for generating new muscle 
fibres and contractile myofibrils.	  
Unlike the fibrosis processes mentioned above, in this group hardly any collagen 
fibres were observed in the endomysium, but abundant capillaries, which would favour 
recovery, stood out. In this case, the absence of fibrosis and of scar hardening would result 
in the better recovery of the muscle fibre and would, therefore, prevent any subsequent 
muscle lesion recurrence.	  	  
Conclusions	  
Our  results  confirm  that  BPA  produces  modifications  in  the  histology  of  the 
muscle and fibrosis in the endomysium after long-term exposure, which could affect 
tissue functionality. However, if BPA exposure is terminated, the muscle is capable of 
regenerating part of the histological modification of its fibres due to the non-participation 
of the satellite cells, as well as there being an increment in the fibrosis of the endomysium. 
It was also demonstrated that, after PRP treatment, the muscle fibre was restored by the 
fibres themselves and by means of the activation of the satellite cells, eliminating the 
fibrosis generated by the BPA, with good recovery reported, since there was no fibrosis in 
the endomysium. These results have shown us that it is necessary to continue investigating 
the mechanism by which BPA affects muscle tissue after long-term exposure, and the 
different paths through which PRPs could act by modifying this type of muscle lesion.	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Mikroskopska građa mišićnih vlakana nakon izlaganja bisfenolu-A te mogućnost 
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SAŽETAK	  
Bisfenol-A (BPA)  je  kemijska  tvar  koja  se  u  velikim  količinama  proizvodi  širom  svijeta.  Između 
ostaloga, bisfenol-A je sastavni dio plastike i ambalaže za prehrambene proizvode, odakle se otpušta u hranu 
te tako dospijeva u probavni sustav čovjeka pa hrana time postaje jedan od glavnih izvora izloženosti ljudi toj 
supstanciji. U ovom istraživanju učinci BPA promatrani su u mišićju nakon trajne izloženosti, u mišićju nakon 
prestanka davanja BPA kako bi se procijenio njihov mogući oporavak, te u mišićju s primijenjenom plazmom 
obogaćenom trombocitima (PRP) kako bi se utvrdio njezin utjecaj na BPA uzrokovana oštećenja. Opažene 
patohistološke promjene u mišićima bile se slične onima kod djelovanja hormona rabljenih za bolji prirast 
tovnih životinja. Nakon prestanka davanja BPA uočen je određeni oporavak mišićne građe, a nakon primjene 
PRP oporavak je bio potpun. Daljnjim istraživanjima treba utvrditi kojim mehanizmima BPA utječe na mišićno 
tkivo i kako PRP uspijeva oporaviti nastala mišićna oštećenja.	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